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Streszczenie

Dostepna literatura na temat sladéw charakteryzujacych sie suboptymalng iloscia DNA oraz praktyka badawcza eksper-
tow wskazujg na zlozono$¢ problematyki dotyczacej badania sladéw LT-DNA (low template DNA), poczawszy od ich
ujawniania, poprzez zabezpieczanie, analize genetyczng, po interpretacje wynikéw koncowych. Celem publikaciji jest
uporzadkowanie dotychczasowej wiedzy na temat postgpowania ze sladami typu LT-DNA oraz opracowanie wytycz-
nych dotyczacych ich badania rekomendowanych przez Polskojezyczng Grupe Roboczg Miedzynarodowego Towarzy-
stwa Genetyki Sadowej (PL-ISFG), ktére powinny by¢ stosowane we wszystkich polskich laboratoriach wykonujacych
ekspertyzy z zakresu genetyki dla potrzeb wymiaru sprawiedliwosci.

Stowa kluczowe: LT-DNA, metody LCN, efekty stochastyczne, wirtualny i rzeczywisty profil DNA, wytyczne
ISFG-PL.

Abstract
The available literature on traces characterised by a suboptimal amount of DNA, as well as expert research practice, show
the complex nature of LT-DNA traces: from their detection and collection, through genetic analysis, up to the interpreta-

Copyright © 2020 by PTMSiK



Agnieszka Parys-Proszek, Magdalena Marciriska, Wojciech Branicki, Ryszard Pawtowski, Tomasz Kupiec, Tomasz Grzybowski,

Marcin Wozniak, Magdalena Spélnicka, Renata Jacewicz

Badanie sladéw LT-DNA — przeglad literatury i ogélne zalecenia Polskojezycznej Grupy Roboczej Miedzynarodowego Towarzystwa

Genetyki Saqdowej (ISFG-PL)

tion of final results. The aims of this paper are to systematise the current state of knowledge on handling LT-DNA traces
and develop examination guidelines, as recommended by the Polish Speaking Working Group of the International Soci-
ety for Forensic Genetics (ISFG-PL). The proposed guidelines should be followed by all Polish laboratories conducting
forensic genetic analyses for the purpose of judicial proceedings.

Key words: LT-DNA, LCN methods, stochastic effects, virtual and real DNA pool profile, ISEG-PL guidelines.

Wstep

Po wprowadzeniu do badan identyfikacyjnych
multipleksowych systeméw nowej generacji, pozwa-
lajacych na jednoczesna amplifikacje wielu marke-
réw mikrosatelitarnych STR (short tandem repeat),
charakteryzujacych sie znaczna czuloscia i odporno-
$cig na inhibicje, wyzwaniem dla genetykéw sado-
wych nie jest juz mozliwo$¢ wygenerowania profili
DNA ze $ladéw biologicznych, ale wlasciwa, zgodna
z obowiazujacymi wytycznymi interpretacja wyni-
kéw profilowania genetycznego. Konsekwencja ulep-
szania zestawow przeznaczonych do analizy marke-
réw mikrosatelitarnych jest otrzymywanie w wielu
przypadkach profili genetycznych, ktérych jakos¢
sprawia trudnosci interpretacyjne [1]. Problem ten
dotyczy szczegdlnie sladéw typu LT-DNA (low tem-
plate DNA). Charakteryzujg si¢ one niska iloscia/
jakoscig matrycy DNA, co powoduje, Ze narazone
s3 w duzym stopniu na wystgpienie podczas reak-
cji PCR efektéw stochastycznych, ktére negatywnie
wplywaja na jakos¢ otrzymywanych wynikéw badan
genetycznych [1-4]. Duza liczba publikacji poswie-
conych tematyce badania sladéw LT-DNA wskazuje
na zfozono$¢ tego zagadnienia. International Society
for Forensic Genetics zaleca szczeg6lnie ostrozne ra-
portowanie wynikéw analizy sladéw zawierajacych
nisky ilo$¢/jako$¢ matrycowego DNA, przy zacho-
waniu odpowiednich procedur postepowania [5, 6].
W polemicznych artykulach dotyczacych kwestii
analizy $ladéw typu LT-DNA omawiane sg liczne
problemy zwigzane z badaniem tego typu probek
i sugerowane s3 rozwigzania pozwalajace na zmini-
malizowanie ewentualnych nieprawidtowos$ci w in-
terpretacji otrzymywanych wynikéw badan [7, 8].

Celem publikacji jest szczegétowy przeglad fa-
chowej literatury, uporzadkowanie dotychczasowej
wiedzy i opracowanie ogdlnych zalecenn Polskoje-

Introduction

Following the introduction of new-generation
multiplex systems into genetic identification tests,
enabling simultaneous amplification of multiple
short tandem repeat (STR) microsatellite markers
characterised by high sensitivity and resistance to
inhibition, it is no longer a challenge for forensic
geneticists to generate DNA profiles from biologi-
cal traces. What remains problematic, though, is
the correct interpretation of results of genetic pro-
filing in compliance with the applicable guideli-
nes. In view of improvements in kits dedicated to
the analysis of microsatellite markers, in a number
of cases the resulting genetic profiles are of a qu-
ality that leads to problems with interpretation [1].
The issue is particularly relevant in the analysis of
LT-DNA (low template DNA) traces which are cha-
racterised by low quantity/quality of template DNA.
Asa consequence, they are highly exposed to stocha-
stic effects during PCR, which adversely affects the
quality of genetic test results [1-4]. The complexity
of the issue is evidenced by the extensive number
of publications addressing the topic of examination
of LT-DNA traces. The International Society for Fo-
rensic Genetics recommends particular caution in
the reporting of results obtained by analysing traces
with template DNA of low quantity/quality, subject
to compliance with appropriate procedures [5, 6].
Polemical papers on the topic of LT-DNA trace ana-
lysis highlight numerous problems associated with
the examination of samples of this type, proposing
solutions to minimise the risk of misinterpretation
of analysis results [7, 8].

The aims of this paper are to present a detailed
review of professional literature, systematise exi-
sting knowledge, and develop a set of general re-
commendations of the Polish Speaking Working
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zycznej Grupy Roboczej Migedzynarodowego Towa-
rzystwa Genetyki Sadowej (ISFG-PL) dla polskich
laboratoriéw genetyczno-sadowych w kwestii ana-
lizy probek biologicznych o suboptymalnej ilosci
matrycy DNA, tj. $ladéw typu LT-DNA.

Terminologia LT-DNA

Optymalna ilo$¢ matrycy DNA, ktdra jest zaleca-
na przez producentéw zestawow uzywanych do iden-
tyfikacji genetycznej, miesci si¢ w zakresie od 0,5 do
2ng 8, 9]. Jednak w praktyce stosunkowo czgsto w eks-
traktach DNA uzyskiwanych ze §ladéw biologicznych
odnotowuje si¢ niskie wartosci stezen DNA, zjawiska
degradagiji, inhibicji, co wplywa na brak mozliwosci
uzyskania optymalnych ilosci matrycowego DNA.
W konsekwencji moze to prowadzi¢ do uzyskiwania
niekompletnych profili DNA, a w skrajnych przypad-
kach do braku mozliwosci ich oznaczenia. Problem ten
zostal rozpoznany przez genetykéw sadowych wiele lat
temu i byt szeroko dyskutowany zaréwno w srodowi-
sku ekspertéw wykonujacych badania identyfikacyjne,
jak i statystykow zajmujacych si¢ interpretacja danych
genetycznych. Prawie 20 lat temu do okreslenia sladow
zawierajacych ponizej 100 pg DNA uzyto pojecia LCN
(low copy number) [10]. Termin ten zostal w pozniej-
szym czasie zdefiniowany w kontekscie analizy wy-
nikéw uzyskiwanych ponizej progu stochastycznego
wyznaczonego dla probek o optymalnej ilosci matrycy.
Koncepcja analizy sladow LCN opierala si¢ na wyko-
rzystaniu niestandardowych technik analizy DNA,
ktérych celem bylo zwigkszenie czulosci detekeji pro-
bek o suboptymalnej ilosci matrycowego DNA. Pier-
wotnie metoda profilowania §ladéw LCN polegafa na
zwigkszeniu liczby cykli reakcji PCR, pdzniej wprowa-
dzano szereg innych modyfikacji poprawiajacych czu-
tos¢ analizy markeréw genetycznych typu STR.

Obecnie na okreslenie §ladéw zawierajacych ni-
ska ilo§¢ matrycowego DNA uzywa si¢ terminu LT-
-DNA (low template DNA). W tego rodzaju probkach
zwigkszone jest ryzyko wystgpienia efektéw stocha-
stycznych i uzyskanie niekompletnych profili gene-
tycznych w poréwnaniu ze standardowymi $ladami
[11, 12]. Niektorzy badacze uwazajg, ze $lady zawie-
rajace ponizej 200 pg DNA nalezy traktowac jako
LT-DNA [7, 13, 14]. Inni, omawiajagc zagadnienia
dotyczace tej problematyki, wskazujg wartos$¢ steze-
nia ponizej 100 pg [12, 15, 16]. Przeciwnicy takiego
podejscia twierdza jednak, ze niecelowe i sztuczne jest
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Group of the International Society for Forensic Ge-
netics (ISFG-PL) for Polish forensic genetics labo-
ratories regarding the analysis of biological samples
with a suboptimal amount of template DNA, i.e.
LT-DNA traces.

LT-DNA terminology

The optimal amount of template DNA recom-
mended by the manufacturers of genetic identifica-
tion kits is between 0.5 and 2 ng [8, 9]. In practice,
however, DNA extracts obtained from biological
traces fairly often have low DNA concentrations,
and are affected by degradation and inhibition pro-
cesses, which prevents obtaining optimal amounts
of template DNA. This carries the risk of genera-
ting incomplete profiles or, in extreme cases, enti-
rely eliminates the possibility of determining them.
The problem was identified by forensic geneticists
many years ago, and was widely discussed in the
community of experts conducting identification
tests and statisticians responsible for the interpre-
tation of genetic data. Approximately twenty years
ago, the term LCN (low copy number) was used to
refer to traces containing less than 100 pg of DNA
[10]. The term was later defined in the context of
the analysis of results which are below the stochastic
threshold determined for samples containing sub-
optimal template quantities. The concept of LCN
trace analysis was based on the application of non-
-standard DNA analysis techniques aimed at enhan-
cing the sensitivity of detection of samples with sub-
optimal amounts of template DNA. Originally, the
method of LCN trace profiling involved increasing
the number of PCR cycles. Later, a number of other
modifications were introduced to enhance the sen-
sitivity of STR genetic marker analysis.

Currently, the term LT-DNA (low template
DNA) is used to refer to traces containing low amo-
unts of template DNA. In such samples, the risk of
stochastic effects and generation of incomplete ge-
netic profiles is higher compared to standard traces
[11, 12]. Some researchers claim that traces with less
than 200 pg of DNA should be treated as LT-DNA
[7, 13, 14]. Other scientists working within this area
of study define the concentration below 100 pg [12,
15, 16]. However, opponents of this approach cla-
im that distinguishing between LT-DNA and traces
with optimal amounts of genetic material is pointless
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rozgraniczanie LT-DNA i sladéw o optymalnej ilo$ci
materiatu genetycznego, gdyz nie istnieje konkretna
warto$¢ punktu odciecia, ktéra mozna by zdefinio-
waé na poziomie iloSciowym. Zwracaja uwage, Ze
w niektorych przypadkach mozliwe jest otrzymanie
pelnych profili genetycznych z prébek LT-DNA przy
zastosowaniu metod konwencjonalnych [4, 11, 17].
W toku prowadzonych dyskusji naukowych uznano,
ze najlepszym zrodlem informacji o ilosci matrycy
DNA w badanej prébce jest wynik rozdziatu elektro-
foretycznego, czyli analiza otrzymanego profilu gene-
tycznego. Zatem zaklasyfikowanie probki do kategorii
LT-DNA powinno uwzglednia¢ zaréwno dane ilo-
$ciowe (wynik pomiaru stezenia DNA), jak i jako$cio-
we, czyli szczegotowq analize elektroforegramoéw [11].

Nalezy wyraznie rozr6zni¢ pojecia LT-DNA i LCN-
-DNA. Termin LT-DNA powinien by¢ zachowany dla
okreslenia probek o niskiej ilosci matrycowego DNA,
ktore sa w wiekszym stopniu narazone na niekorzystne
efekty stochastyczne niz prébki zawierajace optymal-
ng ilos¢ materialu genetycznego. Natomiast pojecia
LCN nalezy obecnie uzywa¢ w celu okreslenia mo-
dyfikacji warunkéw metod stosowanych zaréwno na
poziomie reakcji PCR, jak i post-PCR, ktére powoduja
zwiekszenie czulo$ci analizy, a tym samym daja szanse
uzyskania pozytywnych wynikéw analizy genetycznej
w probkach typu LT-DNA [11, 12, 15, 16, 18].

Rodzaje sladéw LT-DNA

Suboptymalna ilo$¢ matrycy DNA w $ladach biolo-
gicznych moze wynika¢ z wpltywu réznych czynnikéw
negatywnie oddziatujacych na prawidlowy przebieg re-
akgji PCR, powodujac uzyskanie niepelnych profili ge-
netycznych, wynikéw niekwalifikujacych sie do dalszej
analizy, a w skrajnych przypadkach brak oznaczenia
profili genetycznych. Powszechnym typem sladéw LT-
-DNA sg probki zabezpieczane ze sladdw biologicznych
zawierajacych niskie stezenia materialu genetycznego,
co nie zapewnia optymalnej ilosci matrycowego DNA
podczas reakcji PCR. Innym czynnikiem utrudniaja-
cymanalize¢ markeréw STR jest zjawisko degradacji ma-
terialu genetycznego. Dlugotrwata ekspozycja sladow
biologicznych w niekorzystnych warunkach $rodowi-
skowych (silne nastonecznienie, wilgotnos¢) moze pro-
wadzi¢ do niepozadanych efektéw w postaci uszkodze-
nia struktury DNA i zmniejszenia ilosci nadajacego sie
do amplifikacji matrycowego DNA. W wyniku degra-
dacji materiatu genetycznego w otrzymywanych profi-
lach genetycznych w pierwszej kolejnosci obserwuje sie

and serves no purpose, as there is no specific cut-off
value that can be defined quantitatively. They argue
that in some cases it is possible to generate com-
plete genetic profiles from LT-DNA samples using
conventional methods [4, 11, 17]. In the course
of scientific discussions, it has been proposed that the
best source of information on the amount of templa-
te DNA in the test sample is the result of electropho-
retic separation (i.e. analysis of generated genetic
profile). Consequently, sample classification in the
LT-DNA category should be based on both quantita-
tive data (result of DNA concentration measurement)
and qualitative information, i.e. detailed analysis
of electropherograms [11].

A clear distinction between the terms LT-DNA
and LCN-DNA should be made. LT-DNA should be
reserved for referring to samples containing a low
amount of template DNA which are more prone to
adverse stochastic effects than samples with optimal
quantities of genetic material. In contrast, the term
LCN should now be used to describe modifications
in method conditions implemented both at the PCR
and post-PCRlevels to increase the sensitivity of ana-
lysis and hence offer a chance to obtain positive re-
sults of genetic analysis in LT-DNA samples [11, 12,
15, 16, 18].

Types of LT-DNA traces

Suboptimal amounts of template DNA in bio-
logical traces may arise from multiple factors that
have an adverse effect on the course of PCR, giving
rise to incomplete genetic profiles or results which
are not fit for further analysis or, in extreme cases,
yielding no genetic profiles. A common type of
LT-DNA traces are samples collected from biologi-
cal traces which contain low concentrations of gene-
tic material and thus fail to provide an optimal amo-
unt of template DNA during PCR. Another factor
hindering the analysis of STR markers is the degra-
dation of the genetic material. Prolonged exposure
of biological traces in unfavourable environmental
conditions (strong sunlight, humidity) may lead
to undesirable effects such as damage to the DNA
structure and reduction in the amount of amplifiable
template DNA. Analysis of degraded genetic mate-
rial results in genetic profiles which reveal immedia-
te problems with the determination of genetic mar-
kers with greater lengths of DNA fragments [19].
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problemy podczas oznaczania markeréw genetycznych
o wigkszych dlugosciach fragmentéw DNA [19]. Zja-
wisko inhibicji moze tez by¢ przyczyng ograniczenia
efektywnosci reakcji PCR i niekorzystnie wplywa¢ na
jej przebieg, prowadzac do powstania niekompletnych
profili DNA mimo optymalnego st¢zenia DNA w prob-
ce. Inhibitory reakcji amplifikacji moga wystepowac we
krwi, tkankach, prébkach ziemi, tekstyliach. Wchodza
one w interakcje bezposrednio z DNA lub polimeraza
DNA, blokujac jej aktywnos¢ [20]. Wystapienie zja-
wisk degradacji i inhibicji w préobkach biologicznych
mozna stwierdzi¢ juz na etapie pomiaru stezenia ma-
terialu genetycznego, stosujac w tych badaniach ze-
stawy odczynnikéw wykorzystujace metode qRT-PCR
(quantitative real time PCR). Wskazniki degradacji
i inhibicji sg takze stosowane w zestawach nowej gene-
racji stuzacych do oznaczen markeréw typu STR [21].
Obecnie, dzigki powszechnemu wykorzystywaniu
w laboratoriach genetyczno-sagdowych zestawéw STR,
cechujacych si¢ zwiekszona czuloscig badania i znaczng
odpornoscig na inhibitory, obserwuje si¢ istotny wzrost
efektywnosci profilowania probek typu LT-DNA. Doty-
czy to szczeg6lnie sladéw kontaktowych (dotykowych).
Sa one pozostawiane na powierzchniach dowodéw na
skutek kontaktu osoby z danym przedmiotem. W przy-
padku tego typu $ladéw bardzo trudno jest okresli¢
rodzaj tkanki czy komérek stanowigcych ich zrédlo,
jak réwniez mechanizm ich naniesienia. Dlatego przy
raportowaniu wynikéw badan sladéw kontaktowych
nalezy zamieszcza¢ w opiniach informacje na temat ich
specyfiki i zwigzanych z tym ograniczen w interpretacji
wynikéw [7, 11, 14]. Biegly wykonujacy badania gene-
tyczne powinien na zlecenie sadu przedstawi¢ informa-
cje o mozliwych, najbardziej prawdopodobnych sposo-
bach transferu sladéow dotykowych w celu ulatwienia
oceny przypadku podczas procesu sadowego [5, 11].
Najbardziej powszechnym mechanizmem nanie-
sienia na dowody rzeczowe materialu genetycznego
jest transfer pierwotny (primary transfer), czyli kon-
takt obiektu z bezpos$rednim zrédlem $ladu. Bada-
jac probki LT-DNA, nalezy jednak bra¢ pod uwage
mozliwo$¢ wystapienia zjawiska transferu wtornego
(secondary transfer). Polega ono na przeniesieniu na
obiekt za posrednictwem wektora (osoby, przedmio-
tu) materiatu genetycznego osob, ktore bezposrednio
nie mialy kontaktu z tym obiektem. W literaturze
wspomina si¢ rowniez o transferze trzeciorzgdowym
(tertiary transfer), w przypadku ktdérego obserwuje si¢
obecnos¢ dwdch wektoréw posredniczacych w prze-
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The phenomenon of inhibition may also reduce PCR
efficiency and adversely affect the course of the re-
action, leading to the formation of incomplete DNA
profiles despite optimal DNA concentrations in test
samples. Inhibitors of the amplification reaction can
be found in blood, tissues, soil samples or textiles.
They interact directly with DNA or with DNA poly-
merase, blocking its activity [20]. Degradation and
inhibition phenomena can be detected in biological
samples already at the stage of determining the con-
centration of genetic material by using reagent kits
based on qRT-PCR (quantitative real time PCR).
Degradation and inhibition indicators are also used
in new generation kits dedicated to the analysis of
STR markers [21].

At present, owing to the widespread use of STR
kits characterised by enhanced sensitivity and mar-
ked resistance to inhibitors, a significant increase in
the efficiency of LT-DNA sample profiling is obse-
rved in forensic genetic laboratories. This applies in
particular to contact (tactile) traces which are left on
the surface of evidence material following a person’s
contact with a given object. When analysing such tra-
ces, it is very difficult to determine the type of tissues/
cells from which they are derived, or the mechanism
of their deposition. Consequently, reports on the re-
sults of examination of contact traces should address
their specific nature and point out limitations in the
interpretation of results [7, 11, 14]. At the request of
a court of law, a forensic expert conducting genetic
testing should provide information on the possible
(most likely) routes of transfer of tactile traces in or-
der to facilitate case evaluation during court proce-
edings [5, 11].

The most common mechanism by which genetic
material is left on physical evidence is primary trans-
fer, i.e. contact of a particular object with the direct
source of the trace. When evaluating LT-DNA sam-
ples, the possibility of secondary transfer should be
taken into account. Secondary transfer involves the
deposition of genetic material belonging to individu-
als that never had any direct contact with an object
through a vector (a person or object). There have also
been reports on tertiary transfer, which involves two
vectors mediating the transfer of genetic material to
objects [11, 16, 22]. Some scientists have observed
that a certain proportion of people (termed “good
DNA shedders”) have a greater predisposition to le-
ave their genetic material on surfaces [23]. However,
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noszeniu materialu genetycznego na obiekty [11, 16,
22]. Czg$¢ naukowcdw zauwazyla, ze niektorzy ludzie
maja wieksze predyspozycje do pozostawiania swoje-
go materialu genetycznego na podtozach (good DNA
shedder) [23]. Sprawa ta nie jest jednak jednoznacz-
na, gdyz jak wykazano, istnieje szereg czynnikow
zaréwno biologicznych, jak i zwigzanych z przyzwy-
czajeniami poszczegolnych osob, ktére moga wply-
waé na transfer pierwotny DNA, co sprawia, Ze nie
jest mozliwa prosta kategoryzacja osob jako lepiej lub
gorzej rozsiewajacych swoj DNA [24, 25].

Artefakty reakcji PCR zwigzane
z analiza sladéw typu LT-DNA

Analiza §ladéw LT-DNA jest zazwyczaj proble-
matyczna, poniewaz wigze si¢ z otrzymywaniem
profili DNA o niskiej jakosci i brakiem powtarzal-
nosci badan [7, 12, 26]. Probki o niewystarczajacej
ilosci matrycowego DNA sg narazone na zwigkszone
ryzyko efektow stochastycznych reakcji PCR w po-
réwnaniu z probkami o optymalnej ilosci matrycy.
Zazwyczaj prowadzi to do powstawania szeregu arte-
faktow reakeji amplifikacji, ktére utrudniajg inter-
pretacje wynikow analizy probek LT-DNA [4, 7-9].

Nieré6wnowaga ilosciowa alleli
w uktadzie heterozygotycznym
(imbalans heterozygotyczny)

Nieréwnowaga ilosciowa alleli heterozygoty (hete-
rozygote imbalance lub reduced heterozygote balance)
to czeste i niepozadane zjawisko towarzyszace $la-
dom LT-DNA. Wywolane jest preferencyjng amplifi-
kacja jednego z pary alleli heterozygoty, prowadzaca
do otrzymania dysproporcji sygnatéw pochodzacych
od alleli heterozygoty, ktore w wyniku tego r6znig sie
miedzy sobg polem powierzchni/wysokoscig. Przyj-
muje sie, ze warto$¢ powierzchni/wysokosci sygnatu
pochodzacego od nizszego allela w préobce o opty-
malnej ilosci/jakosci DNA powinna przekracza¢ 60%
powierzchni/wysokosci allela wyzszego w danym
locus [27]. Dla $ladéw LT-DNA, narazonych na silne
efekty stochastyczne, proporcje wysokosci alleli hete-
rozygoty s3 znacznie zaburzone i sygnal pochodzacy
od nizszego allela czesto stanowi ponizej 60% sygnatu
wyzszego allela. Ekstremalnym przypadkiem nieréw-
nowagi jest zjawisko typu drop-out, czyli brak detek-
cji allela siostrzanego w ukfadzie heterozygotycznym

the issue is not entirely unambiguous, as a range of
factors, both biological and related to individual ha-
bits, have been shown to affect primary DNA trans-
fer. Consequently, the straightforward classification
of people into “better” or “worse” DNA shedders is
impossible [24, 25].

PCR artefacts associated with
the analysis of LT-DNA traces

The analysis of LT-DNA traces is usually pro-
blematic because it yields low-quality DNA profi-
les, and examinations lack repeatability [7, 12, 26].
Samples containing insufficient amounts of templa-
te DNA are more prone to the risk of stochastic ef-
fects of PCR compared to samples containing opti-
mal amounts of template DNA. This usually results
in a number of amplification artefacts hindering
the interpretation of results of LT-DNA sample ana-
lysis [4, 7-9].

Quantitative allelic imbalance
in a heterozygous system
(heterozygote imbalance)

Heterozygote imbalance (also referred to as redu-
ced heterozygote balance) is a commonly occurring
undesirable phenomenon associated with LT-DNA
traces. Heterozygote imbalance is caused by the
preferential amplification of one allele of a hetero-
zygote pair, leading to an imbalance of signals from
the heterozygous alleles which, as a result, differ in
their surface area/height. It is recognised that the
value of the surface area/height of the signal from
the lower allele in a sample characterised by opti-
mal DNA quantity/quality should exceed 60% of
the surface area/height of the higher allele at a gi-
ven locus [27]. In LT-DNA traces which are expo-
sed to strong stochastic effects, the height ratios of
heterozygous alleles are markedly affected, and the
signal from the lower allele is often less than 60% of
the signal from the higher allele. An extreme case of
imbalance is the phenomenon of allelic drop-out in
which a sister allele fails to be detected in a hetero-
zygous system, resulting in the erroneous identifi-
cation of a heterozygote as a homozygote [5, 28, 29].
Estimation of the signal ratio for heterozygous alle-
les is extremely important for the interpretation of
DNA mixtures [27].
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i w zwigzku z tym bledna identyfikacja heterozygoty
jako homozygoty [5, 28, 29]. Oszacowanie proporcji
sygnatu dla alleli heterozygoty jest niezwykle istotne
przy interpretacji mieszanin DNA [27].

Wypadanie alleli (zjawisko drop-out)

Brak oznaczenia zaréwno jednego z alleli hete-
rozygoty (allele drop-out) w wyniku preferencyjnej
amplifikacji, jak i brak amplifikacji calego locus (locus
drop-out) jest powszechnym zjawiskiem obserwowa-
nym w badaniach sladéw typu LT-DNA [7, 12, 14].
Prawidfowe rozpoznanie prawdopodobienstwa wy-
stapienia tego efektu ma istotne znaczenie w inter-
pretacji wynikéw analizy genetycznej. Przeoczenie
przez eksperta mozliwosci wystapienia tego zjawiska
moze prowadzi¢ do falszywego wykluczenia poprzez
uwzglednienie w raporcie badan pseudohomozygo-
tycznych genotypoéw. Z drugiej strony moze wigza¢
sie ze zwiekszonym ryzykiem generowania falszy-
wych heterozygot w mieszaninach z pseudohomo-
zygotycznymi loci [29]. Parametrem pomocnym
w interpretacji zjawiska wypadania alleli jest prog
stochastyczny — ST (stochastic threshold), zwany ina-
czej progiem detekcji homozygot (homozygote thre-
shold) lub progiem utraty alleli (drop-out threshold).
Wyznacza on granice wysokosci sygnatu wyrazone-
go poprzez RFU (relative fluorescence units), ponizej
ktorej istnieje mozliwos¢ utraty allela [5, 7, 29, 30].
Warto$¢ progu stochastycznego ustala sie empirycz-
nie w trakcie wewnetrznych badan walidacyjnych
i jest ona zwigzana z indywidualnymi parametrami
danego systemu detekcji. Prog stochastyczny musi
by¢ wyznaczony niezaleznie dla kazdego zestawu
STR stosowanego w laboratorium do badan identy-
fikacyjnych [30]. Zaklada si¢, Ze powyzej tego progu
zjawisko drop-out jest bardzo mato prawdopodobne.
W zwiazku z tym uznaje sie, ze pojedynczy sygnat al-
lela o wysoko$ci przekraczajacej warto$¢ ST wskazuje
na wystgpienie w badanym locus homozygoty [29].
Uzyteczno$¢ progu stochastycznego jest ograniczona
w przypadku ujawnienia w $ladach obecnosci miesza-
nin, zwlaszcza z udzialem wigcej niz dwoch oséb [1].
Zjawisko drop-out wystepuje z wieksza czestoscig
w obrebie dtuzszych sekwencji mikrosatelitarnych, co
moze wynika¢ z preferencyjnej amplifikacji krotszych
fragmentéw DNA, wiekszego prawdopodobienstwa
degradacji materialu genetycznego w obrebie dluz-
szych amplikondw, jak réwniez ze zréznicowania wy-
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Allelic drop-out

The lack of identification of one allele in a hete-
rozygote (allele drop-out) due to preferential am-
plification, or the lack of amplification of the en-
tire locus (locus drop-out), are among phenomena
that are commonly observed during LT-DNA trace
analysis [7, 12, 14]. Correct recognition of the like-
lihood of this effect is significant for the interpreta-
tion of genetic analysis results. Failure by an expert
to consider the possibility of drop-out may lead to
erroneous exclusion by including pseudohomozy-
gous genotypes in the examination report. On the
other hand, it may be associated with an increased
risk of generating false heterozygotes in mixtures
with pseudohomozygous loci [29]. A useful para-
meter in the interpretation of allelic drop-out is the
stochastic threshold (ST), also known as the ho-
mozygote threshold or allelic drop-out threshold. It
delineates the limit value of signal height expressed
in RFU (relative fluorescence units), below which
allelic loss is possible [5, 7, 29, 30]. The value of the
stochastic threshold is determined empirically by
internal validation studies, and it is linked to the
specific parameters of a particular detection sys-
tem. The stochastic threshold must be determined
independently for each STR kit used in the labo-
ratory for identification testing [30]. It is assumed
that above this threshold drop-out is very unlikely.
Consequently, it is considered that a single allele
signal with a height exceeding the ST value indi-
cates the presence of a homozygote at the studied
locus [29]. The utility of the stochastic threshold is
limited when traces are found to contain mixtures,
especially involving more than two individuals [1].
Drop-out occurs at a greater frequency within lon-
ger microsatellite sequences, which may be due
to the preferential amplification of shorter DNA
fragments, higher probability of genetic material
degradation in longer amplicons, and varied ef-
ficiency of the amplification reaction for different
STR markers [12, 31]. The likelihood of allelic loss
also depends on the amount of template DNA.
The lower the signal height of the identified allele,
the higher the probability of the drop-out effect [5].
If the evaluated genetic profile is marked by a pro-
minent locus drop-out effect, the probability of loss
of a sister allele of a heterozygote in the remaining
loci increases [26].
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dajnosci reakeji amplifikacji poszczegolnych marke-
réow STR [12, 31]. Prawdopodobienstwo utraty alleli
zalezy réwniez od ilo$ci matrycowego DNA. Im niz-
sza wysokos¢ sygnalu oznaczonego allela, tym wyzsze
prawdopodobienstwo efektu drop-out [5]. Zaobser-
wowano, ze w przypadku wystapienia w oznaczonym
profilu genetycznym nasilonego efektu locus drop-
-out, zwieksza sie prawdopodobienstwo utraty allela
siostrzanego heterozygoty w pozostatych loci [26].

Pozorna kontaminacja
(piki typu drop-in)

Wzrost czuloéci stosowanych obecnie zestawow
multipleksowych pozwala na skuteczniejsze profilo-
wanie §ladéw LT-DNA, ale moze wigza¢ si¢ rowniez
ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia tzw. pozor-
nej kontaminacji (spurious contamination) na etapie
przedlaboratoryjnym lub laboratoryjnym [6, 10, 12].
W takich sytuacjach obserwuje si¢ zjawisko ampli-
fikacji przypadkowego allela (allelic drop-in). Pole-
ga ono na ujawnieniu w profilu DNA pojedynczych,
dodatkowych alleli, ktére nie pochodza z badanej
probki [5, 6, 11, 12]. Nawet nieznaczna domieszka
materiatu genetycznego (np. obecnos¢ pojedynczych
komorek, fragmentéw chromosoméw, produktow
PCR) moze doprowadzi¢ do pojawienia si¢ dodatko-
wych alleli w oznaczanych markerach genetycznych,
szczegoOlnie w sytuacji zastosowania metody z panelu
technik LCN (np. wprowadzenie zwigkszonej liczby
cykli reakcji amplifikacji, zwiekszenie czasu iniek-
Gji podczas rozdziatu elektroforetycznego). Sugeruje
sie, ze w pewnych sytuacjach sygnaty pochodzace od
niektdrych pikéw typu drop-in, ktére pokrywaja sie
z sygnalami pikéw stutter, nie sa efektem pozornej
kontaminacji, lecz artefaktami powstalymi na skutek
blednego dzialania polimerazy podczas reakcji am-
plifikacji. Takie zjawisko jest charakterystyczne dla
sladéw typu LT-DNA [32]. Zjawisko drop-in moze by¢
takze wywolane zanieczyszczeniem odczynnikow che-
micznych lub drobnego sprzetu laboratoryjnego [5].
Nalezy odrdzni¢ zjawisko drop-in od typowej konta-
minacji, okreslanej w literaturze anglojezycznej jako
gross contamination [11, 18]. Efekt drop-in dotyczy
pojawiania si¢ pojedynczych alleli z réznych, nie-
zaleznych Zzrédel, natomiast typowa kontaminacja
wystepuje w sytuacji, kiedy w profilu genetycznym
probki obserwuje si¢ wieksza liczbe dodatkowych al-
leli pochodzacych z pojedynczego, nieznanego zrodla,

Spurious contamination
(drop-in peaks)

An increased sensitivity of the currently used
multiplex kits translates into more effective profiling
of LT-DNA traces. However, it may also be associa-
ted with an elevated risk of the so-called spurious
contamination, which may occur either at the pre-
-laboratory or laboratory stages [6, 10, 12]. In such
cases, the amplification of a random allele (allelic
drop-in) may occur. It consists in the detection in
the DNA profile of individual extra alleles which do
not come from the test sample [5, 6, 11, 12]. Even
a minor addition of genetic material (e.g. individual
cells, chromosome fragments, PCR products) may
result in the appearance of additional alleles in the
evaluated genetic markers, especially when using
a method from the panel of LCN techniques (e.g.
increased number of amplification reaction cycles,
longer injection time during electrophoretic separa-
tion). It has been suggested that in certain situations
signals coming from some drop-in peaks which
overlap with the signals of stutter peaks are not
effects of spurious contamination, but rather arte-
facts caused by polymerase malfunction during the
amplification reaction. The phenomenon is charac-
teristic of LT-DNA traces [32]. Drop-in can also be
caused by the contamination of chemical reagents or
small laboratory equipment [5]. Drop-in should be
distinguished from typical contamination which is
usually referred to as “gross contamination” [11, 18].
The drop-in effect is characterised by the appearance
of individual alleles from different, independent so-
urces, while typical contamination occurs when the
genetic profile of a sample reveals a greater num-
ber of extra alleles coming from a single, unknown
source, which are usually repeated in subsequent
amplifications of the contaminated sample [5, 11].
Currently used multiplex kits of the new generation
are characterised by an increased incidence of alle-
lic identifications resulting from the drop-in pheno-
menon [33]. There is no reliable method to unequ-
ivocally confirm the presence of drop-in in traces.
To monitor for the occurrence of drop-in, negative
controls should be tested at various stages of ana-
lysis at the same detection levels as the test samples
[5, 9]. It should be highlighted, though, that because
of its stochastic nature the phenomenon of drop-in
may also appear when the negative control analysis
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zazwyczaj powtarzalnych w kolejnych amplifikacjach
zanieczyszczonej probki [5, 11]. W obecnie stosowa-
nych systemach multipleksowych nowej generacji ob-
serwuje sie zwiekszenie ilosci oznaczen alleli wynikaja-
cych ze zjawiska drop-in [33]. Nie istnieje wiarygodna
metoda pozwalajaca na jednoznaczne potwierdzenie
obecnosci w $ladzie zjawiska drop-in. W celu moni-
torowania jego wystepowania zaleca si¢ obligatoryjne
analizowanie na réznych etapach badan kontroli nega-
tywnych na tych samych poziomach detekcji co bada-
ne probki [5, 9]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zjawisko
drop-in, z uwagi na jego stochastyczny charakter,
moze si¢ pojawia¢ rowniez wtedy, kiedy wyniki ana-
lizy kontroli negatywnej nie wskazuja na obecno$¢
dodatkowych alleli [5, 10]. W celu potwierdzenia badz
wykluczenia mozliwosci wystgpienia pozornej konta-
minacji zaleca si¢ przeprowadzenie powtdrnej amplifi-
kacji analizowanych sladéw [33]. Ze wzgledu na loso-
wy charakter zjawiska drop-in dodatkowe allele nie sg
z reguly oznaczane w kolejnych reakcjach amplifikacji
tej samej probki [12].

Podwyzszony poziom pikéw typu stutter

Piki typu stutter stanowig artefakty reakcji PCR,
ktore powstaja na jej wezesnym etapie w wyniku tzw.
poslizgu enzymu - polimerazy [34]. Sg one z reguly
krotsze lub rzadziej dluzsze o jedng jednostke repe-
tytywna w stosunku do sygnaléw rzeczywistych alle-
li, sprawiajac wrazenie wystepowania dodatkowych
alleli (pseudoalleli) o stabszym sygnale w oznaczo-
nym profilu DNA [6, 10, 35]. Na powstawanie tego
rodzaju artefaktéow ma wplyw wiele czynnikéw.
Wykazano, ze sila sygnalu w okreslonych pozycjach
stutter jest zréznicowana dla poszczegdlnych mar-
keréw [12, 34]. Obserwuje si¢ rdwniez, ze wysokos¢
pikow stutter zalezy od liczby jednostek powtarzal-
nych w obrebie markera (dlugosci allela), sekwen-
cji oraz struktury jednostki powtarzalnej. Zjawi-
sko ,,poslizgu” polimerazy zachodzi preferencyjnie
w obrebie dluzszych alleli danego locus, natomiast
w markerach genetycznych, w ktérych jednostka re-
petytywna charakteryzuje si¢ niejednorodng budo-
w3, wigksza liczbg nukleotydow, a takze zmniejszong
zawartoscig zasad AT, odnotowuje sie tendencje do
obnizenia sygnalu pikéw w pozycji stutter [34, 36,
37]. Zauwazono, ze zmniejszenie prawdopodobien-
stwa wystgpienia bledu polimerazy i w konsekwencji
obnizenie wysokosci artefaktéw typu stutter mozna

Arch Med Sadowej Kryminol 2070; vol. 70: 103-123

results do not point towards the presence of additio-
nal alleles [5, 10]. To confirm/exclude the possibility
of spurious contamination, repeat amplification
of the analysed traces is the recommended course
of action [33]. On account of the random nature of
drop-in, additional alleles are not, as a rule, identi-
fied in subsequent amplification reactions of the
same sample [12].

Elevated level of stutter peaks

Stutter peaks are PCR artefacts which arise at
an early reaction stage as a result of the so-called
“slipping” of the enzyme polymerase [34]. They are
usually shorter or (less commonly) longer by one
repeat unit compared to signals obtained for true
alleles, creating the impression that there are addi-
tional alleles (pseudo-alleles) with a weaker signal in
the analysed DNA profile [6, 10, 35]. The formation
of artefacts of this kind is influenced by a number
of factors. The strength of signal in specific stutter
positions has been shown to vary for different mar-
kers [12, 34]. It has also been noted that the height of
stutter peaks depends on the number of repeat units
within the marker (allele length), and the sequence
and structure of the repeat unit. The phenomenon
of polymerase “slipping” occurs preferentially wi-
thin longer alleles of a given locus, while in genetic
markers where the repeat unit is characterised by
a heterogeneous structure, a greater number of nuc-
leotides, and a reduced content of AT bases, there is
a tendency for lower peak signals in stutter positions
[34, 36, 37]. It has been observed that decreasing the
probability of polymerase error and, consequently,
reducing the height of stutter artefacts can be achie-
ved by lowering the temperature of primer attach-
ment to the DNA template strand, and by lowering
the temperature at which DNA strand elongation
occurs in the amplification process [34].

Before introducing multiplex kits for routine te-
sting, genetic and forensic laboratories are expected
to perform validation tests to establish stutter height
thresholds for identified genetic markers. It is re-
cognised that if the signal strength in the stutter
position exceeds the thresholds estimated in inter-
nal validation tests, it should be identified as a true
allele. However, the relationship applies to samples
of good quality, containing an appropriate quantity
of genetic material. In LT-DNA traces, and in traces
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wywola¢, obnizajac temperature przylaczania star-
teréow do nici matrycy DNA, a takze obnizajac tem-
perature, podczas ktdrej zachodzi wydluzanie nici
DNA w procesie amplifikacji [34].

Laboratoria genetyczno-sadowe przed wprowa-
dzeniem do rutynowych badan zestawéw multiplek-
sowych s3 zobowigzane do wykonywania badan wa-
lidacyjnych w celu ustalenia progéw wysokosci pikow
typu stutter dla identyfikowanych markeréw gene-
tycznych. Przyjmuje sie, ze jesli sila sygnalu w pozycji
stutter przekroczy progi oszacowane w wewnetrznych
badaniach walidacyjnych, wowczas nalezy go uznac za
prawdziwy allel. Ta zalezno$¢ dotyczy jednak probek
o dobrej jakosci i ilosci materiatu genetycznego. W sla-
dach typu LT-DNA oraz w sladach bedacych miesza-
ninami materialu genetycznego wyznaczone progi
pikoéw typu stutter nie zawsze pozwalajg na ich po-
prawne odrdznienie od rzeczywistych alleli [2, 4, 6, 22,
35]. W prébkach o suboptymalnej ilosci materiatu ge-
netycznego obserwuje sie czesto wzrost sily sygnalow
w pozyciji stutter [18, 34, 38]. Z tego powodu, aby po-
twierdzi¢ wystepowanie prawidlowego allela w pozycji
stutter podczas badan sladéw LT-DNA, zaleca si¢ wy-
konanie powtdrnej reakcji amplifikacji probki. Wynik
mozna uzna¢ za wiarygodny w przypadku oznaczenia
allela o zwiekszonej sile sygnatu w pozycji stutter w co
najmniej dwoch niezaleznych amplifikacjach [12].

Strategie stosowane podczas analizy
prébek typu LT-DNA

Po stwierdzeniu, ze badana probka jest sladem
typu LT-DNA, mozliwe jest zastosowanie jednej
z dwdch strategii postepowania. Pierwsza z nich po-
lega na odstgpieniu od dalszych badan ze wzgledu na
uzyskanie niewystarczajacych danych ilo$ciowych
(skrajnie niskie wartosci stezen DNA) albo jakoscio-
wych, stwierdzonych po analizie otrzymanych wy-
nikéw rozdziatéw elektroforetycznych [37, 39]. Al-
ternatywnym rozwigzaniem jest kontynuacja badan
poprzez zastosowanie metod dajacych szansg uzyska-
nia lepszych parametréw detekciji [2, 3, 12, 21, 26, 40].

Odstapienie od raportowania wynikéw

W niektdrych sytuacjach decyzja o odstapieniu
od raportowania wynikéw analizy §ladéw LT-DNA
moze by¢ stusznym rozwigzaniem. Eliminuje ona
mozliwos$¢ generowania btedéw, ktére moga pojawic

representing mixtures of genetic material, the thre-
sholds determined for stutter peaks do not always
allow correct differentiation from true alleles [2, 4,
6, 22, 35]. Samples containing suboptimal amounts
of genetic material are often characterised by an
increased strength of signals in the stutter position
[18, 34, 38]. Therefore, when examining LT-DNA
traces, a repeat amplification reaction is recommen-
ded for the sample to confirm the presence of the
correct allele in the stutter position. The result may
be considered reliable when an allele with an incre-
ased signal strength is identified in the stutter posi-
tion in at least two independent amplifications [12].

Strategies for the analysis of LT-DNA
samples

After determining that a test sample is an LT-
-DNA-type trace, there are two possible strategies to
follow. One involves refraining from further analysis
after acquiring insufficient quantitative (extremely
low DNA concentrations) or qualitative data, as de-
termined by analysing the results of electrophoretic
separations [37, 39]. An alternative solution is to
continue analysis by applying methods which offer
an opportunity to enhance the detection parameters
[2, 3,12, 21, 26, 40].

Decision not to report results

In certain situations, it might be an appropriate
strategy not to report the results of LT-DNA trace
analysis. In this way, the risk of generating errors
that may accompany the misinterpretation of pro-
blematic data is eliminated. It is important to note
that LT-DNA traces, because of their small quanti-
ties of template DNA, are in the so-called “danger
zone’”, which results in significant exposure to the
risk of undesirable stochastic effects [3, 39].

The decision not to conduct further testing of
LT-DNA traces can be motivated by a number of
factors, such as failure to detect genetic material at
the stage of DNA concentration measurement or the
acquisition of extremely low DNA values likely to
result in negative or highly residual genetic profiling
outcomes that are not eligible for inclusion in the
final test report. The decision not to report the re-
sults should be based on the outcome of internal
validation performed by correlating the measured
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sie przy niewltasciwej interpretacji problematycznych
danych. Nalezy pamigta¢, ze slady typu LT-DNA, ze
wzgledu na nieznaczng ilo§¢ matrycy DNA, znajdu-
ja si¢ w tzw. strefie zagrozenia i w zwigzku z tym sg
znacznie narazone na mozliwo$¢ wystapienia niepo-
zadanych efektéw stochastycznych [3, 39].

Powodem odstgpienia od przeprowadzenia dal-
szych badan sladéw LT-DNA moze by¢ brak detekcji
materialu genetycznego na etapie pomiaru stezenia
DNA lub uzyskanie skrajnie niskich wartosci progno-
zujacych otrzymanie negatywnych lub bardzo szczat-
kowych wynikéw profilowania genetycznego, nie-
kwalifikujacych sie do zamieszczania w koncowym
raporcie z badan. Taka decyzja o odstgpieniu po-
winna wynika¢ z rezultatéw wewnetrznej walidacji,
polegajacej na skorelowaniu warto$ci pomiaru qRT-
-PCR z uzyskiwanymi oznaczeniami markeréw STR.
Dodatkowo, ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia
ewentualnego bledu podczas pomiaru stezenia DNA
metoda qRT-PCR, decyzje o rezygnacji z wykonania
dalszych etapéw badan nalezy podjac¢ po wykonaniu
dwukrotnych pomiaréw stezenia tej samej probki,
w celu uwiarygodnienia uzyskanych wynikéw [41].

W przypadku kontynuacji badan profilowania
sladow LT-DNA polegajacych na wprowadzeniu
metod dajacych szans¢ na poprawe jakosci wynikow
powinno si¢ niezwykle wnikliwie przeprowadzi¢
oceng jakosci uzyskiwanych z takich prébek profili
genetycznych. Podczas interpretacji wynikéw roz-
dziatéow elektroforetycznych nalezy zwroci¢ uwage
na wysokos¢ sygnalow oznaczonych alleli, wysokos¢
sygnalow pikow typu stutter czy mozliwo$¢ wysta-
pienia innych efektéw stochastycznych. W przypad-
ku zaobserwowania nadmiernej ilosci niekorzyst-
nych zjawisk utrudniajacych poprawng interpretacje
danych wlasciwym podejsciem moze by¢ odstapie-
nie od raportowania wynikéw badan genetycznych.

Metody umozliwiajace poprawe jakosci
wynikéw badarni sladéw LT-DNA

Opracowano rozne techniki pozwalajace na po-
prawe detekcji profili genetycznych w $ladach LT-
-DNA. Zalicza si¢ do nich metody z panelu LCN,
replikacje reakcji amplifikacji (kilkukrotne powto-
rzenie reakgji amplifikacji tego samego izolatu DNA
przy zachowaniu takich samych parametréw analizy)
oraz niezalezne amplifikacje izolatu DNA przy zasto-
sowaniu roznych zestawéw multipleksowych obej-
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qRT-PCR values with the obtained STR marker
identifications. Furthermore, on account of the po-
ssibility of an error during the measurement of con-
centration using the qRT-PCR method, the decision
not to perform subsequent examination stages sho-
uld be made after a double measurement of the con-
centration of the same sample in order to validate
the results [41].

However, if LT-DNA trace profiling is continued
with the use of methods aimed to enhance the quali-
ty of results, careful consideration must be given to
the assessment of quality of genetic profiles obtained
from such samples. When interpreting the results of
electrophoretic separations, attention should be paid
to the heights of identified allelic signals and stutter
peaks, or the possibility of other stochastic effects. In
cases with an excessive presence of unfavourable phe-
nomena preventing correct data interpretation the
appropriate approach may be to refrain from repor-
ting genetic test results.

Methods to enhance the quality
of results of LT-DNA trace analysis

Various techniques have been developed with
a view to improving the detection of genetic profiles
in LT-DNA traces. These include methods from the
LCN panel, replications of the amplification reac-
tion (i.e. repeating the amplification reaction of the
same DNA isolate several times while maintaining
the same analysis parameters) and independent am-
plifications of the DNA isolate using different mul-
tiplex kits containing the same STR markers [3, 21].
The results of genetic testing of LT-DNA traces per-
formed with non-standard methods always require
very cautious interpretation, with strict adherence
to the parameters determined on the basis of vali-
dation tests [26].

LCN methods

The concept of LCN is used today to refer to the
application of various techniques enhancing the
sensitivity of DNA analysis and thus offering a po-
ssibility to obtain genetic analysis results in sam-
ples containing low amounts of template DNA. An
improvement in the quality of results of LT-DNA
trace analysis can be achieved at various examina-
tion stages. Positive effects can be obtained through
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mujacych te same markery STR [3, 21]. Otrzymane
wyniki badan genetycznych $ladéw typu LT-DNA
przy uzyciu niestandardowych metod powinno si¢
podda¢ bardzo ostroznej interpretacji przy $cistym
przestrzeganiu parametrow okreslonych na podsta-
wie badan walidacyjnych [26].

Metody LCN

Pojecie LCN rozumiane jest dzi$ jako zastosowanie
réznych technik zwiekszajacych czulos¢ analizy DNA
i dzigki temu dajacych mozliwos¢ uzyskania wynikow
analizy genetycznej w probkach zawierajacych niskie
ilosci matrycowego DNA. Poprawe jakosci wynikéw
badan $ladéw LT-DNA mozna uzyska¢ na réznych
etapach ich analizy. Pozytywne efekty moze dac zasto-
sowanie po izolacji DNA dodatkowego zageszczania
i oczyszczania ekstraktu na kolumienkach z filtrem
celulozowym lub krzemionkowym [7, 10, 41]. Wsrod
najczesciej stosowanych na etapie amplifikacji i po re-
akcji PCR metod LCN wyroznia sie: zwiekszenie liczby
cykli reakcji PCR, zmniejszanie objetosci mieszaniny
reakcyjnej, odsalanie produktéw reakeji PCR, stoso-
wanie tzw. wewnetrznego PCR (nested PCR), zagesz-
czanie probek przed rozdzialem elektroforetycznym,
zwiekszanie czasu lub napigcia pradu podczas iniekcji
przed elektroforeza [7, 10, 15, 38]. Wybor konkretnej
techniki LCN zalezy od uzyskanych wynikéw profilo-
wania DNA. W sytuacji, gdy obserwuje si¢ ponad 50%
alleli w standardowym profilu DNA, zaleca si¢ wydltu-
zenie czasu iniekcji podczas elektroforezy. Natomiast
kiedy wystepuje wieksza utrata alleli (powyzej 90%),
preferowang metoda jest zwiekszenie ilosci cykli PCR
[26]. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze metody LCN bardzo
czesto powodujg nasilenie niekorzystnych zjawisk, ta-
kich jak: drop-out, drop-in, podwyzszony poziom pi-
koéw typu stutter, znaczna nierownowaga sygnatu alleli
heterozygoty, ktdre utrudniajg interpretacje wynikoéw
badan [2, 9, 10, 12].

Najnowsze dane literaturowe wskazuja, ze efek-
tywna technika pomocng przy badaniu sladéw o ni-
skim stezeniu materiatu genetycznego moze by¢ me-
toda bezposredniego PCR (direct PCR) [16, 42, 43].
Polega ona na wykonaniu bezposredniej amplifika-
cji zabezpieczonego $ladu z pominig¢ciem etapow
ekstrakcji 1 pomiaru stezenia DNA. Dzieki temu
mozliwe jest wykorzystanie do reakcji amplifikacji
caloéci materialu genetycznego znajdujacego sie
w zabezpieczonej prébce. Z drugiej jednak strony

additional extract concentration and purification
on columns with cellulose or silica membranes per-
formed after DNA isolation [7, 10, 41]. The most
common LCN methods used at the stage of amplifi-
cation and after PCR include an increased number of
PCR cycles, reduced volume of the reaction mixture,
desalination of PCR products, application of the so-
-called nested PCR, concentration of samples before
electrophoretic separation, and an increase in injec-
tion time or voltage before electrophoresis [7, 10,
15, 38]. The choice of a particular LCN technique
depends on the results of DNA profiling. If more
than 50% of alleles are observed in a standard DNA
profile, the recommendation is to increase the elec-
trophoresis injection time. In contrast, the preferred
method in cases involving greater allelic loss (over
90%) is increasing the number of PCR cycles [26].
It needs to be stressed, though, that LCN methods
tend to intensify unfavourable phenomena such as
drop-out and drop-in, lead to a higher number of
stutter peaks, and cause a significant imbalance in
the signal of heterozygous alleles, causing difficulties
with the interpretation of results [2, 9, 10, 12].

The latest published data show that an effecti-
ve technique for the examination of traces with low
concentrations of genetic material can be direct PCR
[16, 42, 43]. The method involves direct amplification
of collected trace material, eliminating the steps of
extraction and measurement of DNA concentration.
As a result, it is possible to use the entire genetic ma-
terial contained in the collected sample in the ampli-
fication reaction. On the other hand, this approach
eliminates the possibility of re-examining the trace, if
it should be necessary [43].

If the laboratory practice is modified resulting in
deviations from the standard methods based on the
manufacturer’s guidance and the laboratory’s own
validation tests, extended in-house laboratory tests
need to be conducted [9, 43]. To this end, the basic
analysis parameters should be determined, inclu-
ding the limit of quantification (LOQ) threshold, the
limit of detection (LOD) threshold, and the stocha-
stic threshold (ST, homozygote threshold = drop-out
threshold), heterozygote balance, and the height of
stutter peaks. The resulting parameters should be
compared against those determined in the standard
analysis of traces containing genetic material of
optimum quantity and quality. Typically, parameter
values estimated for LCN methods are more conse-
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skutkuje to brakiem mozliwosci wykonania (w razie
koniecznosci) ponownego badania sladu [43].

W przypadku wprowadzenia do praktyki labo-
ratoryjnej jakiejkolwiek modyfikacji odbiegajacej od
standardowych metod opierajacych si¢ na wytycz-
nych producenta i wlasnych badaniach walidacyj-
nych konieczne jest przeprowadzenie rozszerzonych
badan wewnatrzlaboratoryjnych [9, 43]. W tym celu
nalezy wyznaczy¢ podstawowe parametry analizy, tj.
prog oznaczalno$ci LOQ (limit of quantification thre-
shold), prog wykrywalnosci LOD (limit of detection
threshold), prog stochastyczny ST (stochastic threshold
= homozygote threshold = drop-out threshold), balans
heterozygotyczny, poziom wysokosci pikow typu stut-
ter. Oznaczone parametry nalezy poréwna¢ z tymi,
ktére wyznaczono dla standardowej analizy sladow
zawierajacych optymalng jakos¢ i ilo§¢ materiatu ge-
netycznego. Wartos$ci parametréw oszacowanych dla
metod LCN sg zazwyczaj bardziej konserwatywne niz
dla standardowych metod analizy DNA [9].

Replikacje reakcji amplifikacji i metody
interpretacji wynikow

W celu wykluczenia lub przynajmniej zminima-
lizowania efektéw stochastycznych pojawiajacych sie
podczas badania probek LT-DNA zaleca si¢ przynaj-
mniej trzykrotne przeprowadzanie reakcji amplifi-
kacji tego samego izolatu DNA [26, 32, 44]. Wpro-
wadzenie do badan genetycznych tej modyfikacji jest
czasochlonne i kosztowne, jednak zwolennicy tego
podejscia zwracaja uwage, ze wykonanie powtdrzen
reakcji amplifikacji ekstraktu §ladu LT-DNA stwarza
szans¢ otrzymania dokladniejszego oznaczenia jego
profilu genetycznego (1, 2, 16, 26, 32, 38].

Wyniki otrzymane z kilku reakcji amplifikacji tej
samej probki wykorzystuje sie do utworzenia profilu
sumarycznego za pomocg metody okreslanej przez
srodowisko naukowe metodg tgczenia/zlozenia (co-
moposite method) lub metoda konsensusu (consensus
method) [2, 26, 31]. Wymienione metody sa klasy-
fikowane przez niektérych badaczy jako strategie
pozwalajace na utworzenie sumarycznych profili
wirtualnych (virtual pool profile) [1, 31]. W przypad-
ku wykonania powtoérzen reakeji amplifikacji $ladu
LT-DNA, w zalezno$ci od przyjetej procedury poste-
powania, mozna zamie$ci¢ w koncowym raporcie:

o profil laczny DNA (composite profile), bedacy suma-
rycznym profilem wirtualnym otrzymanym w wy-
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rvative than those determined using standard DNA
analysis methods [9].

Replications of the amplification
reactions and methods for interpreting
results

In order to exclude, or at least minimise, the sto-
chastic effects emerging during LT-DNA sample te-
sting, the amplification reaction of the same DNA
isolate should preferably be conducted at least three
times [26, 32, 44]. However, introducing this modi-
fication to genetic testing is both time-consuming
and costly. On the other hand, the supporters of this
approach point out that repeating the amplification
reaction of the LT-DNA trace extract offers an oppor-
tunity to determine its genetic profile with a greater
precision [1, 2, 16, 26, 32, 38].

The results obtained from several amplification
reactions of the same sample are used for genera-
ting a pool profile based on methods defined by the
scientific community as the composite method or the
consensus method [2, 26, 31]. The above-mentioned
methods are recognised by some researchers as stra-
tegies supporting the development of virtual pool
profiles [1, 31]. If the amplification reaction is repe-
ated for an LT-DNA trace, depending on the adopted
procedure, the following conclusions can be presen-
ted in the final report:

o DNA composite profile which is a virtual pool
profile obtained with the composite method by
combining all alleles detected in the replications of
the amplification. This method, however, increases
the phenomenon of drop-in, which is why some
scientists advise against data analysis based on this
approach [26],

« DNA consensus profile which is a virtual pool pro-
file containing repeat alleles identified at least twice
in successive PCR reactions. The approach used to
develop a consensus profile makes it possible to eli-
minate the effects of accidental phenomena (such
as drop-in) on the one hand, but fails to protect
against allele/locus drop-out on the other. The con-
sensus method is recommended by the scientific
community as a more conservative technique than
the composite method [2, 8, 25, 32].

Another example of a method using the results
obtained by replicating the amplification reaction
is a strategy aiming to create a real pool profile. It
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niku metody laczenia/zlozenia wszystkich alleli,

ktére ujawniono w replikacjach amplifikacji; meto-

da ta prowadzi jednak do nasilenia zjawiska drop-in
iz tego powodu niektdrzy naukowcy odradzajg ana-

lize danych z uzyciem takiego podejscia [26],

o profil konsensusowy DNA (consensus profile),
bedacy sumarycznym profilem wirtualnym za-
wierajagcym powtarzalne allele, ktére ujawniono
przynajmniej dwukrotnie w przeprowadzonych
kolejno reakcjach PCR; podejsicie stosowane przy
tworzeniu profilu konsensusowego pozwala z jed-
nej strony na eliminacje efektow przypadkowych
zjawisk typu drop-in, z drugiej jednak nie zabez-
piecza przed zjawiskami typu allel/loci drop-out;
metoda ta jest zalecana przez $srodowisko nauko-
we jako bardziej konserwatywna w poréwnaniu
z metodg faczenia [2, 18, 25, 32].

Innym przykladem metody wykorzystujacej wy-
niki uzyskane z replikacji reakcji amplifikacji jest
strategia zmierzajaca do utworzenia rzeczywistego
profilu sumarycznego (real pool profile). Otrzymuje
sie go w wyniku rozdziatu elektroforetycznego prob-
ki bedacej polaczeniem w réwnych proporcjach jej
produktow uzyskanych z kilku reakeji amplifikacji.
W odréznieniu od podejscia virtual pool profile, me-
toda ta dostarcza informacji nie tylko jako$ciowych,
lecz takze ilo$ciowych (znana jest rzeczywista wyso-
kos¢/pole powierzchni sygnatow alleli), co moze by¢
wykorzystywane w niektorych programach stuzacych
do przeprowadzania analiz statystycznych [2, 38].

Roézne strategie postepowania z ekstraktem ma-
terialu genetycznego typu LT-DNA w celu poprawy
jakosci wynikéw przedstawiono na rycinie 1, opra-
cowanej na podstawie Benschop i wsp. [2].

Nalezy pamietac o tym, ze profile DNA uzyskane
z uzyciem metody replikacji amplifikacji powinny
by¢ pozyskane wylacznie z tego samego ekstraktu
DNA i przy tych samych parametrach analizy. Je-
zeli podczas powtorzen reakeji amplifikacji wpro-
wadzi si¢ r6zne metody LCN, to otrzymane profi-
le nie mogg by¢ uzyte do tworzenia sumarycznych
profili wirtualnych lub rzeczywistych, gdyz zostaly
uzyskane przy réznych zmiennych [31, 45]. Profi-
le genetyczne z poszczegolnych replikacji tej samej
probki LT-DNA mogga sie rozni¢ silg sygnatéw po-
chodzacych od alleli, sitg sygnalu pikow typu stutter,
nieréwnowagg ilosciows alleli heterozygot oraz na-
sileniem innych efektéw stochastycznych [26]. Ilo§¢
zmiennych wzrasta wraz ze spadkiem wysokosci

is obtained through electrophoretic separation of
a sample combining in equal proportions its pro-
ducts obtained from several amplification reactions.
Unlike the “virtual pool profile” approach, this
method provides not only qualitative but also quan-
titative data (the actual height/surface area of allelic
signals is known), which can be used in some soft-
ware applications designed for statistical analysis
(2, 38].

Variousstrategiesforhandlingextractsof LT-DNA
genetic material to enhance the quality of analysis
results are shown in Figure 1 (based on Benschop
etal.) [2].

It needs to be emphasised that DNA profiles ge-
nerated by replicating the amplification should be
obtained exclusively from the same DNA extract and
with the same analysis parameters. If different LCN
methods are employed for replicating the amplifica-
tion reaction, the resulting profiles cannot be used
to generate virtual or real pool profiles because they
were obtained at different variables [31, 45]. Genetic
profiles resulting from individual replications of the
same LT-DNA sample may differ in the strength of
allele signals, signal strength of stutter peaks, hetero-
zygote imbalance, and the intensity of other stocha-
stic effects [26]. The number of variables increases as
the allelic signal height in the DNA profile decreases.
If more than 25% of the alleles in the analysed gene-
tic profile are identified, three replications of the am-
plification reaction may be sufficient. However, if less
than 25% of alleles are identified, it is recommended
to perform up to four PCR replications. It has been
observed that further increases in the number of
replications fail to improve the quality of LT-DNA
traces [26].

The approach based on replicating the amplifi-
cation reaction is also useful when analysing mixtu-
res with a low amount of template DNA, or in cases
when in addition to the dominant component of the
DNA mixture there is also a weaker component at
the LT-DNA level [2].

Amplification reactions using
complementary PCR kits

In certain cases, the quality of genetic profiles de-
termined from LT-DNA traces can be enhanced by
applying the dual amplification strategy for the same
sample, using a different (complementary) STR kit
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sygnatu alleli w profilu DNA. W przypadku ozna-
czenia ponad 25% alleli analizowanego profilu gene-
tycznego trzy powtérzenia reakcji amplifikacji moga
by¢ wystarczajace. Natomiast w sytuacji identyfika-
cji ponizej 25% alleli zalecane jest wykonanie nawet
czterech replikacji reakcji PCR. Zaobserwowano, ze
dalsze zwiekszanie liczby replikacji nie poprawia ja-
kosci wynikéw sladow LT-DNA [26].

Podejscie polegajace na powtarzaniu reakeji am-
plifikacji jest rowniez przydatne w przypadku anali-
zy mieszanin o niskiej ilosci matrycowego DNA lub
w sytuacji, gdy oprécz dominujacego komponentu
mieszaniny DNA wystepuje stabszy komponent na
poziomie LT-DNA [2].

Reakcje amplifikacji z zastosowaniem
komplementarnych zestawéw PCR

W pewnych przypadkach jakos¢ otrzymanych pro-
fili genetycznych w sladach LT-DNA mozna poprawic,
stosujac strategie podwojnej reakeji amplifikacji (dual
amplification strategy) tej samej probki przy uzyciu in-

Arch Med Sadowej Kryminol 2020; vol. 70: 103-123

approved by the community of forensic geneticists
(3,21, 40]. A change in the primer sequence leading
to the shortening of amplicons in the multiplex kits
of the latest generation has brought about an impro-
vement in PCR efficiency. It is also relevant that in
some cases the application of various primer sequ-
ences in different kits for the amplification of speci-
fic loci allows the identification of mutations in the
sites of primer attachment, and thus may contribute
to eliminating the phenomenon of apparent locus/
allele drop-out [46, 47]. The strategy based on com-
plementary Kkits is applicable for examining heavily
degraded traces [3].

Interpretation of results of LT-DNA
trace analysis

Correct interpretation of results obtained by
DNA profiling of LT-DNA traces represents a great
challenge for genetic data experts. In line with the
existing ISFG guidelines, it is recommended that
the interpretation of results of LT-DNA trace ana-

profil konsensusowy —
raportowanie wynikéw,
sumaryezn ktére powtdrzyty sie
ro);‘il y przynajmniej w dwéch
e, wir‘:ualny e replikacjach
L | | amplifikacja elektroforeza | profil | A wynik potgcze- consensus profile -
> P ; - . . reporting of results that
' | amplification | | i electrophoresis | profile | nia danych :
: : . were repeated in at least
z trzech rozdzia- o
téw elektrofore- two replications
izolat DNA +| Il amplifikacja elektroforeza Il profil Il
. > L ; - > . tycznych
DNA isolate amplification 1l | | electrophoresis Il profile 1l .
: virtual pool
3 profile — resglt profil faczny —
[l amplifikacja | | elektroforeza Ill profil Il of t.he combi- raportowanie wynikéw
- |amplification Ill| | electrophoresis 1l profile Ill | | | nation of data ujawnionych we
== v from three _ wszystkich replikacjach
electroph‘oretlc composite profile —
- lamp + Il amp + Il amp | separations reporting of results that
L were detected in all
replications

elektroforeza
electrophoresis

sumaryczny profil rzeczywisty — wynik rozdziatu
elektroforetycznego potaczonych replikacji reakcji
amplifikacji
real pool profile — result of electrophoretic separation
of combined replications of the amplification reaction

Ryc. 1. Schemat postepowania podczas stosowania replikacji reakcji amplifikacji prébki typu LT-DNA (na

podstawie Benschop i wsp. [2])

Fig. 1. Subsequent steps in the replication of amplification reaction of LT-DNA sample (based on Benschop et al.) [2]
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nego (komplementarnego) zestawu STR akceptowane-
go przez srodowisko genetykéw sadowych [3, 21, 40].
Zmiana sekwencji starteréw prowadzaca do skrocenia
dtugosci amplikonéw w zestawach multipleks najnow-
szej generacji spowodowata poprawe wydajnosci reakeji
PCR. Nie bez znaczenia jest tez to, ze zastosowanie zr6z-
nicowanych sekwengji starteréw w réznych zestawach
do amplifikacji okreslonych loci pozwala w niektorych
przypadkach na identyfikacje mutacji w miejscach przy-
faczania tych starteréw, a tym samym moze przyczynia¢
si¢ do eliminacji pozornego zjawiska typu locus/allele
drop-out [46, 47]. Strategia zastosowania komplemen-
tarnych zestawow znajduje zastosowanie w przypadku
badania silnie zdegradowanych sladéw [3].

Interpretacja wynikéw analizy sladéw
LT-DNA

Whasciwa interpretacja wynikéw profilowania
DNA $ladéw LT-DNA stanowi bardzo duze wyzwanie
dla eksperta zajmujacego si¢ opracowaniem danych
genetycznych. Zgodnie z rekomendacjami ISFG za-
leca sig, by przy interpretacji wynikéw badan sladow
LT-DNA stosowa¢ podejscie probabilistyczne, oparte
na obliczaniu ilorazu wiarygodnosci (likelihood ratio —
LR) z uwzglednieniem najbardziej prawdopodobnych
scenariuszy zdarzenia [5, 11]. W raportach z badan
powinny by¢ zawarte jedynie takie wyniki i konkluzje,
ktére mozna w sposdb bezsporny udokumentowac,
gdyz wynikaja one ze statystycznych obliczen prze-
prowadzonych na podstawie bezstronnych zalozen.
Obecnie dostepne s3 narzedzia statystyczne umozli-
wiajgce kalkulacje LR przy uwzglednieniu prawdopo-
dobienstwa wystapienia zjawiska drop-in i drop-out.
Jest takze mozliwe przeprowadzenie analiz statystycz-
nych dla niezaleznych replikacji tego samego $ladu.
Na swojej stronie internetowej grupa ISFG zamiescita
liste ogélnodostgpnych programéw komputerowych
do analizy statystycznej, zaznaczajac, ze nie wyrdznia
zadnego z nich i nie udziela zadnych gwarancji doty-
czacych wydajnosci oprogramowania. Konieczne jest
zatem, aby uzytkownik zweryfikowal, czy stosowany
przez niego program spelnia obowiazujace standardy.
Oproécz wymienionych przez ISFG programow staty-
stycznych istnieja jeszcze inne pozwalajace na staty-
styczne oszacowanie wynikéw otrzymanych podczas
badania §ladéw LT-DNA [19, 48, 49].

Wedlug rekomendacji ISFG z 2012 r. dopuszczal-
na liczba alleli typu drop-in w pojedynczym profilu

lysis should rely on the probabilistic approach, ba-
sed on the calculated likelihood ratio (LR), taking
into account the most probable event scenarios [5,
11]. Examination reports should contain only the
results and conclusions that can be unequivocally
documented as arising from statistical calculations
based on unbiased assumptions. Currently available
statistical tools enable the calculation of LR taking
into account the probability of drop-in and drop-out
phenomena. It is also possible to perform statistical
analyses for independent replications of the same
trace. The ISFG has posted on its website a list of
generally available statistical software with a waiver
stating that no preference is given to any of the com-
puter programmes listed, and no guarantees are pro-
vided as to their performance. Therefore, the task of
verifying whether the software used meets the appli-
cable standards rests with the user. In addition to the
statistical software listed by the ISFG, there are also
other computer programmes for the statistical esti-
mation of results obtained in LT-DNA trace analysis
[19, 48, 49].

According to the ISFG recommendations 0f 2012,
the acceptable number of drop-in alleles in a single
genetic profile ranges from one to two. If more alle-
les are present, the recommended procedure is to in-
clude an additional person(s) when calculating the
likelihood ratio [5]. Also, extreme caution is advised
when interpreting results obtained for LT-DNA mi-
xtures. It should be noted that pronounced stocha-
stic effects impair the usefulness of some parameters
of analysis (e.g. heterozygote imbalance, estimation
of proportions of different components in the mi-
xture) and increase the probability of drop-out and
drop-in phenomena [6].

When reviewing the results of LT-DNA trace
analysis in which incomplete genetic profiles are
generated and the presence of adverse stochastic
effects is noted, care should be taken to avoid the
overinterpretation of results. In such cases, extreme
caution should be exercised when drawing conclu-
sions confirming or excluding the presence of gene-
tic material belonging to a given individual. Failure
to detect alleles characteristic of the genetic profile
of the identified person in the LT-DNA trace where
a poor-quality genetic profile was determined does
not necessarily mean that the person’s material is
absent in the sample and its presence should be de-
finitely ruled out [38, 50]. The profile of that person
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genetycznym wynosi od jednego do dwoch alleli.
W przypadku obecnosci wiekszej liczby alleli, postu-
luje si¢ przy wyznaczaniu wartosci ilorazu wiarygod-
nosci wlaczenie dodatkowej osoby/oséb [5]. Zaleca
sie takze bardzo ostrozne interpretowanie wynikow
analizy mieszanin typu LT-DNA. Nalezy zwréci¢
uwage, ze nasilone efekty stochastyczne wplywaja na
ograniczenie uzytecznosci niektérych parametréw
analizy (np. réwnowagi ilo$ciowej alleli heterozygo-
ty, szacowanie proporcji poszczegolnych skladnikow
mieszaniny) i zwigkszenie prawdopodobienstwa wy-
stapienia zjawisk typu drop-out i drop-in [6].

Podczas analizy wynikéw sladéow LT-DNA, dla
ktérych uzyskano niekompletne profile genetyczne
i zaobserwowano wystepowanie niekorzystnych efek-
tow stochastycznych, nalezy unika¢ nadinterpretacji
wynikéw. W takim przypadku zachodzi bezwzgledna
koniecznos$¢ przeprowadzenia niezwykle ostroznego
wnioskowania w kierunku potwierdzenia lub wyklu-
czenia obecno$ci materiatu genetycznego danej osoby.
Nieujawnienie alleli charakterystycznych dla profilu
genetycznego wytypowanej osoby w $ladzie LT-DNA,
w ktérym oznaczono stabej jakosci profil genetyczny,
nie musi $wiadczy¢ o braku wystepowania jej mate-
rialu w badanej probce i wskazywa¢ na jej definitywne
wykluczenie 38, 50]. Profil tej osoby moze by¢ nie-
oznaczalny na poziomie wykrywalnosci ze wzgledu na
niska jako$¢/ilos¢ materialu genetycznego w otrzyma-
nym ekstrakcie DNA. W zwigzku z powyzszym zaleca
si¢ w przypadku jakichkolwiek watpliwosci podczas
interpretacji wynikow sladéw LT-DNA unikanie kate-
gorycznych sformutowan odnoszacych sie do pocho-
dzenia danej prébki i poprzestanie jedynie na zamiesz-
czeniu sformulowania o nierozstrzygajacym wyniku
badania genetycznego [51].

Ogolne zalecenia analizy sladéw LT-DNA

Zagadnienia zwigzane z badaniem i analizg $la-
dow typu LT-DNA, ze wzgledu na ich zlozono$¢, sa
szeroko omawiane w literaturze fachowej. Na obec-
nym etapie duza liczba problematycznych aspektéw
tej analizy nie stwarza mozliwosci wydania $cistych
rekomendacji w tym zakresie. Na podstawie prze-
prowadzonego przegladu literatury, zalecen miedzy-
narodowych towarzystw genetycznych i aktualnego
stanu wiedzy dotyczacej analizy sladow LT-DNA za-
lecamy polskim laboratoriom sadowym stosowanie
ogolnych zasad podczas badania $ladow zawieraja-
cych suboptymalna ilo§¢ matrycowego DNA.

Arch Med Sadowej Kryminol 2070; vol. 70: 103-123

may be unquantifiable at the level of detection be-
cause of the low quality/quantity of genetic material
in the obtained DNA extract. Therefore, whenever
doubts arise as to the interpretation of results obta-
ined for LT-DNA traces, categorical statements on
the origin of a particular sample should be avoided,
and the final report should be limited to stating that
the genetic test result is inconclusive [51].

General recommendations for
the analysis of LT-DNA traces

On account of their complexity, issues related to
the examination and analysis of LT-DNA traces are
widely discussed in the professional literature. Ne-
vertheless, at the current stage, multiple problematic
aspects associated with the analysis prevent the de-
velopment of strict recommendations in this field.
Based on the literature review, recommendations
issued by international genetic societies and the
current state of knowledge on the analysis of LT-
-DNA traces, we recommend that Polish forensic
laboratories apply general principles for the exami-
nation of traces containing suboptimal amounts of
template DNA.

The principles of Good Laboratory Practice
(GLP) should be employed both in the analysis of
standard and LT-DNA traces. Furthermore, it should
be noted that LT-DNA traces are extremely prone to
contamination both at the pre-laboratory stage and
during laboratory testing. Due to the fact that they
are characterised by a low amount/quality of templa-
te DNA, in the event of contamination, contamina-
ted DNA can be preferentially amplified in PCR. For
this reason, when analysing LT-DNA traces, strict
procedures should be followed, so that the possibi-
lity of contamination at successive stages of analysis
is eliminated.

There are many types of modifications aimed at
enhancing the quality of LT-DNA trace results which
can be introduced after the stage of extraction of ge-
netic material, during PCR, and after amplification.

If LCN methods are used, extended validation
tests are required to duly consider all variables modi-
fying the standard methods, and compare them with
analogous validation parameters obtained in routine
DNA analysis. Conducting validation experiments is
a prerequisite for developing a strategy for the analy-
sis of LT-DNA traces in any given laboratory.
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Zasady dobrej praktyki laboratoryjnej (good la-
boratory practice - GLP) powinny by¢ przestrzegane
zar6wno podczas badania standardowych sladow,
jak i sladoéw typu LT-DNA. Nalezy zwroci¢ uwage, ze
$lady LT-DNA sg niezwykle silnie narazone na konta-
minacj¢ na etapie przedlaboratoryjnym oraz w trakcie
badan w laboratorium. Ze wzgledu na to, ze charak-
teryzuja si¢ one niska iloscia/jakoscig matrycy DNA,
w przypadku kontaminacji preferencyjnie w reakeji
PCR moze by¢ powielane DNA pochodzace z zanie-
czyszczenia. Z tego powodu podczas badan sladow
LT-DNA nalezy postepowaé wedlug scisle okreslo-
nych procedur, co ograniczy mozliwo$¢ kontaminacji
na poszczegdlnych etapach badan.

Istnieje wiele rodzajéw modyfikacji zmierzajacych
do poprawy jakosci wynikow sladéw LT-DNA, ktére
mozna wprowadzi¢ po etapie ekstrakcji materiatu ge-
netycznego, podczas reakeji PCR i po amplifikacji.

W przypadku stosowania metod LCN koniecz-
ne jest przeprowadzenie poszerzonych badan wali-
dacyjnych, uwzgledniajacych kazda ze zmiennych
modyfikujacych standardowe metody, jak réwniez
ich zestawienie z analogicznymi parametrami wali-
dacyjnymi uzyskanymi dla rutynowej analizy DNA.
Przeprowadzone eksperymenty walidacyjne sg ko-
niecznym elementem do opracowania strategii po-
stepowania podczas analizy §ladéw LT-DNA w da-
nym laboratorium.

Klasyfikacja ladow LT-DNA jest mozliwa zaréw-
no na podstawie danych pochodzacych z pomiaréw
stezen DNA izolatu, jak i danych jakosciowych (oce-
na profili genetycznych w obrazie elektroforetycz-
nym). Ze wzgledu na zwiekszone ryzyko narazenia
na efekty stochastyczne analiza probek LT-DNA po-
winna by¢ przeprowadzana z duzg ostroznoscia.

Specyficzng grupe $ladéw LT-DNA stanowia
slady, ktére powstaja w wyniku kontaktu osoby
z powierzchnig podloza, tzw. §lady dotykowe/kon-
taktowe. Na ogot podczas analizy wynikow powyz-
szego typu $ladow nie jest mozliwe ustalenie zrodia
pochodzenia zabezpieczonej tkanki, mechanizmu
i czasu jej naniesienia na dowdd. Dlatego tez przy
raportowaniu uzyskanych danych dla $ladow LT-
-DNA zaleca si¢ zamieszczenie informacji na temat
ograniczen w interpretacji ich wynikoéw.

W sladach LT-DNA wystepuje wysokie prawdo-
podobienstwo pojawienia si¢ efektow stochastycz-
nych. W celu zmniejszenia poziomu niepewnosci
analizy §ladéw LT-DNA wskazane jest w niektorych

The classification of LT-DNA traces is possible
both on the basis of data obtained by determining
DNA isolate concentrations and qualitative data
(evaluation of genetic profiles by electrophoresis).
In view of an increase in the risk of exposure to sto-
chastic effects, the analysis of LT-DNA samples sho-
uld be performed with great care and caution.

A specific group of LT-DNA traces consists of
traces arising from contact between a person and
the surface of a substrate, which are referred to as
“tactile/contact traces”. In principle, when analysing
the results obtained for traces of this type, it is not
possible to determine the source of collected tissue,
and the mechanism and time of its deposition on
the evidence material. As a result, when reporting
data obtained for LT-DNA traces, it is recommen-
ded that suitable information be provided to clarify
the limitations involved in the interpretation of their
results.

LT-DNA traces carry a high probability of stocha-
stic effects. In order to reduce the level of uncertainty
in the analysis of LT-DNA traces, in some situations
it is advisable to perform additional (at least three)
amplification reactions, and report the results ba-
sed on the laboratory’s strategy for data interpreta-
tion. Another potential way to improve the quality
of genetic profiles generated for LT-DNA traces is to
perform a repeat amplification reaction of the same
DNA isolate using a different (complementary) ge-
netic identification kit.

A cautious approach should be taken, and ove-
rinterpretation during the analysis of LT-DNA traces
should be avoided, if insufficient data are obtained
from analysis, preventing clear conclusions as to the
possible presence or definite absence of the genetic
material of the selected person in the collected trace.
If any doubts exist, categorical statements should be
avoided. Instead, examination reports should state
that the results “do not allow conclusions as to whe-
ther the DNA of the examined person may be pre-
sent in or absent from the evaluated LT-DNA trace”.
Where insufficient quantitative/qualitative data are
obtained for LT-DNA traces, the reporting of the re-
sults should be waived.

The results of LT-DNA trace analysis should
be interpreted on the basis of probabilistic models
comprising the estimation of the likelihood ratio
taking into account the most probable event sce-
narios. The final opinion should contain only the
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sytuacjach przeprowadzanie dodatkowych (przynaj-
mniej trzykrotnych) reakcji amplifikacji i raporto-
wanie wynikéw na podstawie przyjetej przez labora-
torium strategii postepowania podczas interpretacji
danych. Innym sposobem poprawy jakosci otrzyma-
nych profili genetycznych sladéw LT-DNA moze by¢
wykonanie powtdrnej reakcji amplifikacji tego same-
go izolatu DNA przy uzyciu innego (komplementar-
nego) zestawu do identyfikacji genetyczne;j.

Nalezy zachowac ostroznos¢ i unika¢ nadinterpre-
tacji podczas analizy §ladoéw typu LT-DNA, jesli uzy-
skano niewystarczajace dane, ktdre uniemozliwiaja
jednoznaczne wypowiedzenie si¢ na temat mozliwo-
$ci wystepowania lub wykluczenia materiatu gene-
tycznego wytypowanej osoby w pozyskanym $ladzie.
W przypadku wystapienia jakichkolwiek watpliwosci
konieczne jest unikanie kategorycznych sformutowan
i zaleca sie stosowanie stwierdzenia, iz wyniki ,,nie po-
zwalaja na rozstrzygniecie, czy DNA badanej osoby
moze wystepowac/nie wystepuje w badanym $ladzie
typu LT-DNA” W przypadku otrzymania niewystar-
czajacych danych ilosciowych/jakosciowych sladéw
LT-DNA nalezy odstapi¢ od raportowania wynikéw.

Interpretacja wynikéow badan $ladéw LT-DNA
powinna by¢ przeprowadzana za pomocg modeli
probabilistycznych opartych na szacowaniu wartosci
ilorazu wiarygodnosci z uwzglednieniem najbardziej
prawdopodobnych scenariuszy zdarzenia. W opinii
powinny by¢ zawarte jedynie takie wyniki i konklu-
zje, ktoére mozna w sposob bezsporny udokumento-
waé, gdyz wynikaja ze statystycznych obliczen prze-
prowadzonych na podstawie bezstronnych zatozen.

Z uwagi na niezwykle gwaltowny postep tech-
nologiczny, dynamiczny rozwodj zaawansowanych
metod biostatystycznych zaleca sie ciaggte szkolenia
i poszerzanie aktualnego stanu wiedzy biegtych,
zwlaszcza w kontekscie zasad wlasciwego interpre-
towania wynikéw, a ponadto réwniez ujawniania
i zabezpieczania sladow LT-DNA.
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results and conclusions that can be unequivocally
documented as arising from statistical calculations
based on unbiased assumptions.

In view of extremely rapid advances in technolo-
gy and the dynamic development of modern biosta-
tistical methods, forensic genetic experts are advi-
sed to pursue continuous training and expand their
pool of knowledge, particularly in the context of the
principles of correct interpretation of results, as well
as the detection and collection of LT-DNA traces.
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