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Il Ge.Fl *HQHWLVWL )RUHQVL ,WDOLDQQRJURSSUAYHQWDPSOF HOK
Internazionale di Genetica Forend8KG) e, come da statuto, ha anche il compito di elaborare
raccomandazioni prevedendo la loro revisione periodica.

Le raccomandazioni hanno valore di generale indirizzeeono facilitare la creazione di un
consenso su un nucleo di strategie operative e metodi adage@mpiti che il settore richiede.

Nel 2015, ilGe.F.l. ha raccolto la sfida delle problematiche emergenti ibi@nforense relative
DOOD DOOYRUJDQL]]D]JLRQH GHO GHXERH D\WQRDUR Q LD MO DL FIR P
DOOYLQWHUSUHWD]LRQH GHXQUEWX 6 RDWR YaRoa@miswb iy Keh .OPLL] E
OYRELHWWLYR GL DUPRQL]]DUHDQD DL VIS(RHWW ¥ LG @ H @D ERXWDRAU
Le presenti raccomandazioni sono il risultato del lavoyndotto da esperti, iscritti &e.F.I, dei

laboratori di genetica forense delle Universita Italiane, &eglggruppamento Carabinieri
Investigazioni ScientificheRa.C.l.S.)della Polizia Scientifica e di quelli facenti parte d8ltzcieta

Italiana di Genetica Uman&IGU).

Sulla base delle raccomandazionBHOO Y, QWHUQDWLR QD CGnéiesF(1ISF®Bjiel RU )R
Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM) G lE@dp&an Network of
Forensic Science Institutes (ENFSPubblicate negli ultimi anni, si e pianificato il lavoro
suddividendolo in tre sezioni, ciascuna facente capo auppgrdi esperti.

La prima sezione é dedicata ai requisiti minimi del latooi@ per le indagini di identificazione
SHUVRQDOH FRPSUHQGHQWH L WHWR WHO GHRAWAD X PM]LWQ B +
H GHOOYDFFUH G L Wiabarb@ié RonGoeud sullal QuRliticd/del personal@attrso un

percorso di formazione adeguato, condiviso e riconosciuto.

La sezione dedicata alla metodologia di accertaménaitta delle misure di prevenzione della
contaminazione e delle metodiche di analisi dei repelei eampioni biologici di interesse forense.

La terza sezione, relativa alla criteriologia valutativgrofili genetici STRs autosomici, e stata
indubbiamente e come prevedibile, la piu laboriosa. Dafiaidene dei criteri analitico-valutativi
propedeutici, alla valutazione di conformita dei contrdillanalisi e alla verifica della presenza di
artefatti, fino alla procedura di interpretazione dsultati, € frutto di numerose riunioni e del
confronto di posizioni, mai ideologiche, ma basate su aegtemioni di rango scientifico.

'L SDUWLFRODUH ULOLHYR g O H\DRO XW DR GH R HD 5 RY MVRA
FR QG L YihaV édoncl@sione di compatibilita non suffragata da un calcolo statistico non e
utilizzabile ai fini di identificazioné

International Society for Forensic Genetics (ISH@ps://www.isfg.org/Publications/DNA+CommissionScientific

Working Group on DNA Analysis MethodSYWGDAM): https://www.swgdam.org/publications

European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI\BNrking group http://enfsi.eu/about-enfsi/structure/working-
groups/dna/
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SEZIONE 1

REQUISITI MINIMI DEL LABORATORIO

1. Organizzazione del laboratorio

1.1 Introduzione

/INMDWWLYLW] GHO ODERUDWRULR ®Rlahiizdt@ Hediafrt® lal Rtesbr® WiH G |
procedure operative e metodi di prova.

Ogni laboratorio deve, ove possibile, utilizzare procedure di pdsfaiti da norme, regole
tecniche o metodi ufficiali in vigore.

Tutti i metodi utilizzati, le procedure, le norme, i manudiliriferimento, le istruzioni delle
apparecchiatureUHODWLYL DOOYDWWLYLW] GHO QXMVER WD YMARWLIRD V& E
disponibili al personale.

La prevenzione della contaminazione rappresenta sicataniepiu importante requisito per ogni
ODERUDWRULR GL JHQHWLFD NRHM\WQVEH OFER/Q \AHIHYV DWDH® {{ H®!
sulla metodica PCR.

1.2 Raccomandazioni generali

| laboratori di genetica forense dovrebbero garantire &eaeparazione fisica delle principali

aree di lavoro, rispettivamente destinate alla ispezibei reperti ed al campionamento tracce,

DOOYHVWUD]LRQH GHO €d &i piodesss poRtFPIER.WEIDBUHD GHO ODER

dovrebbero essere altresi previsti locali adibiti a sptagd per il personale.

- Ogni laboratorio dovrebbe utilizzare reagenti e materiatotisumo per la biologia molecolare;
sono preferibili materiali di consumo con certificazali assenza di DNA umano e/o0 monouso.

- Ogni laboratorio deve assicurare la tracciatbVj H OJLGHQWLILFD]JLRQH GHL U
analizzate.

- Ogni laboratorio deve assicurare la tracciabilita di tutteplerazioni analitiche effettuate e la
conservazione della documentazione tecnica annessa.

- Ogni metodo analitico impiegato in laboratorio deve esdefmito, documentato, validato e
approvato dal sistema di qualita interno e reso disponibil®pgtatori.

- ,0 PHWRGR LQWHUQR GHYH HVVH Wtiorita HAWiRiari® eGdeV SRV L
consulenti/periti qualora ne venga fatta richiesta mativat

- | reagenti impiegati in laboratorio non dovrebbero esseligzati se hanno superato la data di
scadenza.

- Ogni laboratorio deve istituire udatabase di eliminazionéche dovrebbe includere tutto il

personale di laboratorio, i frequentatori e, ove possibitecnici di provenienza esterna, gli

addetti alle pulizie, i consulenti di parte, i periti, ecemwalmente gli operatori che, a vario

titolo, sono entrati in contatto con i reperti/campiorldgico-forensi come glioperatori di

Polizia Giudiziaria il personale del servizR VDQLWDULR G §jdiBrid glldte@éti HW F

circostanziali del caso facciano ritenere plausibitepossibile evento di contaminazione. In

caso di rifiuto da parte di esterni, deve essere anno®HDFFHVVR ,0 GDWDED

FRQVHQWLUH OLGHQWLILFD DRSS HUG/ILHDWW. D GHH O RE Y RWEW

assegnato un codice alfanumerico seguendo un critgpgeddoanonimizzazione: una persona

autorizzata ha il file che permette di ricollegare i codia persona cui e stato effettuato il

prelievo, in caso che questo sia rilevante per le indagipier individuare una possibile

contaminazione. Nella procedura documentata andranno spicificalalita di gestione dei

profili, personale autorizzato alla gestione del dato geneatieopi di permanenza e i metodi di
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cancellazione, che dovranno essere inseriti nel consergonato rilasciato al soggetto
DOOYDWWR GHO SUHOLHYR

Tutti i report tecnici (es: rilievo fotografico deresumptive testseport della analisi qualitativa-
guantitativa del DNA, elettroferogrammi completi di atezdei picchi allelici e size, raw data
del sequenziatore, ed ogni altro rapporto strumentale) desssveemessi a disposizione dei
consulenti/periti qualora ne venga fatta richiesta.

Nellambito dell'esecuzione degli incarichi giudiziari, i databzzati ed i relativi elaborati,
possono essere ispezionati da consulenti di parte, seldapautorizzazione della Autorita
Giudiziaria.

| laboratori che si occupano di casi forensi dovreblessere certificati ISO 9001:2015 e, per
inserire i dati nel database nazionale del DNA, devornthearessere accreditati UNI EN
ISO/IEC 17025.

1.3 Raccomandazioni relative al personale

La formazione e la competenza del personale sono un puptstdnza fondamentale per ogni
laboratorio di genetica forense.
Gli analisti di laboratorio di genetica forense devono possedere titoli di studiguadee
riconosciuti, secondo quanto stabilito dai requisiti dettdkaderma UNI EN ISO/IEC 17025.
Il responsabile del laboratorideve:
- valutare i titoli e le conoscenze acquisite del pakodel laboratorio attraverso il controllo
della relativa documentazione;
- IRUPDUH OTDQDOLVWD ifickeOrgirdaR QR UK HBREHWRS HFHO O H
genetica-forense effettuate nel laboratorio.

1.4 Raccomandazioni relative alla formazione

La formazione preferibilmente si basa sulla rete dabolfazione che include: Universita, Forze
di Polizia, aziende private, societa nazionali ed imtzonali di genetica forens&€Fl, ISFG,
ENFSI ect), e la piattaforma europe@d ROFORGEN-NoE

5SDFFRPDQGD]LRQL UHODWLYH DOOYDQDOLVL GHO '1$%

| campioni di riferimento relativi ad un caso devonsegs sempre analizzati in una fase
WHPSRUDOPHQWH GLVWLQWD GDOCHTHHYD/QYWYL B HIQ WDHBMWRY
7UD OYDQDOLVL GHO FDPSLRQH & IHWVY HUH. PIHI®W RV X DL @HH
delle aree di lavoro, secondo quanto riportato nelle agppicedure

Pianificazione del flusso di lavoro

Ogni analisi deve includere appropriati controlli positiviegativi

Deve essere implementato apposito sistema di reg@tezicartaceo o elettronico, di
documentazione interna al laboratorio per garantire laciabilita degli operatori, degli
strumenti, dei reagenti, dei campioni, dei metodi di prexdelle condizioni ambientali, al fine

di identificare eventuali fonti di contaminazione, stéo di campioni o di dati, o altri errori
IiVXOWDWL RWWHQXWL GDOOIDQDOYROKBHYVHY B WIHEBBHL
con il database di eliminazione prima della stesura deltrépale.

2. Assicurazione di qualita
| laboratori che svolgono indagini di genetica foreeseo gravati da problematiche specifiche

FRPH OD FRQWDPLQD]LRQH H OO QEOUN G W RV URE RHHPS IOVID MF

impone, quindi, che il laboratorio svolga la propria atiivibn competenza specifica, documentata

DWWUDYHUYVR r@fdddpddit@ intérni &llesteRiQ W



2.1 Controlli di qualita interni

| controlli di qualita interni devono essere applicatiogni sessione analitica.

-Nel caso in cui i controlli di qualitd manifestino noonformita devono essere pianificate azioni
correttive.

-I risultati dei controlli di qualita analitici devoressere conservati e periodicamente analizzati per
valutare le performance del laboratorio ed applicare evieaziani correttive nei metodi interni.

2.2 Controlli di qualita esterni interlaboratorio

, ODERUDWRUL GHYRQR YHULILFDIHVHFX]|SRRISUGD EBRIHWI
QHOOTLQWHUSUHWDI]LRQH G H LFforensXedidnte ton@dii @li0ddalitaQis D J L C
forma di esercizi interlaboratorio, termine con ci SLQWHQGH OfRUJDQL]]D]JLRQH
valutazione di prove su materiali identici o simili, datpadi due o piu laboratori e in base a
condizioni prestabilite.

Comprendono:

i Proficiency Testing (PT)ai quali tutti i laboratori che svolgono indagini genetforensi, su

tracce biologiche o analisi di paternita/parentela, dovrebbartecipare;

i confronti interlaboratorio che servono per dimostrare la riproducibilita di un mete la
fondamentale validita forense.

| PT FRQVLVWR QRretiac®©lidoQiche (trhcce di sangue, saliva, spefonalte fluidi

biologici, formazioni pilifere, etc), nello svolgereeesizi teorici di statistica applicata e nel valutare
OYDFFXUDWH]]D H OD SUHFLVERQW LG HRERJLFNFIOWDWL RWWHQX
/ID ILQDOLWj q DQFKH TXHOOD G E RMDBIDXRDURH HO D THMW\LIDVE|L & L
errori commessi dai laboratori, cosi da poter stilaceamandazioni specifiche.

Questi strumenti sono richiamati dalla norma ISO/IEC 17025poieede almeno URT DOOTDQQR

/I fTHVSHULHQ]D GHL FRQIUR @Whhostr& avrHdbi@r® dviddnia\whe Ualriduzidn& H L
GHJOL HUURUL q OHJDWD VWUBW®EDPE Q\WH LIRAAT LOQF Q H/HRHIRN(
tecnologie impiegate, @ DQFKH H VRSUDWWXWWR GHOM@MM ODMLHUSUHWD
| principali progetti internazionali sono:

-GHEP ,QWHUFRPSDULVRQ 3URJUDP 33$QDO\VLVGRW DLL$Q ¥ REIDQBR E
ELRORJLFDO VDPSOHV" RUJDAQL]]DyuaRsp&yoots R U WRSIIK HG/IH CGECHYAR
(GHEP-ISFQ. Si articola in due livelli (base e avanzato) e due modedit (di parentela o test
forense);

-GEDNAP *HUPDQ '1$ 3URILOLQJ RUJDQL]IDWR GDO JUXSSR (
(European DNA profiling group). Organizza due PT ogni anno, ognurgud&ie composto da piu

moduli a scelta.

$ OLYHOOR QD ]|GeFQ DRAPrgflciapcy. eS8 XQLFR SURJUDPPD GL YDOX
delle analisi genetico forensi a cui partecipano labarptdsblici e privati, a cura di un comitato

tecnico formato da tre esperti di genetica forenseuidico straniero. IiGe.F.l. DNA Proficiency

Test consiste nella tipizzazione di profili relativi a capm di riferimento e tracce forensi
analizzando, a scelta, i seguenti moduli con certifizazfinale:

-caratterizzazione della natura dei fluidi biologici

-STRs autosomici

-Y-STRs

-mtDNA

-calcolo biostatistico

-indagine di parentela teorica.

3. Accreditamento per la Banca dati del DNA

La norma europea EN ISO/IEC 17025 "Requisiti generali per la etempa dei laboratori di prova
e taratura" definisce i criteri che i laboratori devaispettare per dimostrare la loro competenza
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tecnica ed il rispetto di un sistema di gestione dellditquahe consentono di ottenere risultati di

prova e di taratura professionalmente qualificati.

Uno dei requisiti del sistema EN ISO/IEC 17025 e che le metediphlicate nei laboratori devono

essere validate. Il sistema EN ISO/IEC17025 rappresenta amastl di riferimento cogente per

laboratori che sviluppano un metodo interno e lo accrealitenentre le indicazioni piu dettagliate

possono essere fornite dagli esperti del settore.

Ogni laboratorio di genetica forense deve stabilire crit@inimi di validazione per le proprie

procedure YDOLGD]LRQH LQWHUQD /D JDWP R VAWMIDLFEDOLD & Bl | PH
SHU HVHPSLR OfLQFHUWH]]B@GHLRQNXOW VYWD HW W/LFILWIL GH

OLPLWH GL ULSHWLELOLWj] HR GLFRCHURGMWHL BLOLQYIO>XHDQ |H

VHQVLELOLW] LQFURFLDW D SQHRLYHRQ HURWQIW G BEA.0IDQ RIHW UHLE H Q3

VRWWRSRUUH D SURYD FRVu FRWR Y®HYXRMIRWERJHUW VGEIRXWGELHD

GHOOYDSSOLFD]JLRQH IRUHQVH % QVR® SR §RAVLDWHR GRRVRIQR

guidaENFSI, SWGDAM, EA, ILA@ tema di validazione dei metodi.

Ogni modifica/variazione di un metodo di prova normalizzatinterno validato deve esser

oggetto di validazione interna. | criteri da applicare pevdlidazione del nuovo metodo devono

rispecchiare quelli espressi nei docum&MiFSI(L. 85/2009 art. 11 c.1).

9L g OYDVVROXWD QHFHVVLWFRIQHRUP 5 DR © Brn@AR MH0GI 4E® U I V

assicurare la confrontabilita dei profili genetici tra letori diversi.

Il laboratorio di genetica forense dovrebbe porsi come obiettivo primao quello
GHOOYDFFUHGLWDPHQWR ,62 ,(& IHUPR UlkhentéD Q GR
GHOOYDFFUHGLWDPHQWR LPSHGLVFH DO /DERDDWRDOR GIHO
(L 85/2009).

$FFUHGLD g OTXQLFR RUJDQLVPR RD]|VFRDOHUHNNDWYWWLYRWjXE
vigilanza del mercato (Reg. (CE) 765/2008 e DM 22.12.2009).

3.1 Indicazioni generali

- Ogni modifica di una metodica, in grado di avere una qualtthesnza sul risultato, richiede
una convalida interna. E essenziale dimostrare che i puaféinuti utilizzando la nuova
procedura siano di migliore o equivalente qualita rispetto a quigdinuti con la procedura
precedentemente utilizzata.

- Le condizioni ambientali devono essere controllate.

- Nel protocollo di validazione di ogni nuova metodica deve esssagninata la variabilita
operatore-dipendente.

- 3HU OYDSSURYD]JLRQH GL XQR WSHHHWFRGEBDPR QR HAWWRI UBILB !
5 campioni (escluso il controllo negativo).

4. Report di laboratorio

Esistono diverse tipologie di report:

1) Consulenza tecnica, perizia o indagine tecnica di Polizia Giudiziaria:

(T UHOD]LRQH WHFQLFD GL JHQHW I VAHIXRWRQWH LIRXKHFDYLHRHKE S
surichiesta da privati.

Questo tipo di report dovrebbe contenere:

- quesito/i posto/i (se formulati)

- informazioni e/o documentazione riguardanti il caso inmesaqualora disponibili e qualora
strettamente necessarie per la comprensione dellagsrdiendagine e dei risultati ottenuti;

- stato dei reperti, catena di custodia (conservazioagpadrto, contenitore, sigilli e stato dei sigilli,

firma, verbale di consegna, verbale di accettazione)
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- elenco dei reperti da esaminare e relativa codiitarna del laboratorio e riferimento, ove
presente, ad altre codifiche legate al reperto, utilizeaterecedenza (es: codifica utilizzata nei
verbali di sequestro; in precedenti indagini, ect);

- identificazione non ambigua della sostanza, materidiel prodotto (reperto) campionato;

- area del reperto campionata, documentata mediante fogogoafriferimento metrico;

- richieste delle parti autorizzate;

- strategia delle analisi condotte, laddove necessaria;

- materiali e metodi analitici utilizzati per le anglisi

- i rapporti strumentali delle analisi eseguite (es: rilieetndrafico dei presumptive tests, report

della analisi qualitativa-quantitativa del DNA, elettrofemgmi completi di altezza dei picchi

allelici e size, e ogni altro rapporto strumentale, cpereesempio il report del software utilizzato

SHU O 9D Q D Od.cdinuntprexWehigstd dé&ll® parti ogni rapporto deve esserelisponibile;

-L ULVXOWDWL RWWHQXWL H OHQWRRpEGaee\aLdquedito DizalK.L OTHVSH
2) Rapporto di Prova

Il rapporto di prova, il cui contenuto é definito nella nart8O/IEC 17025 ai par. 5.10.2 e 5.10.3.1

H QHL GRFXPHQWL $&&5(',$ DSSOLFDEIGIL XGRFXBHEHQWIL ORL
OfLQGLFD]JLRQH GHO GHL SURILOL JHQRWDFD FFWWGLQMXDW. RH
conformita alla norma di riferimento.

3) Indagine tecnica o rapporto preliminare di Polizia Giudiziaria

Rappresenta una comunicazione sintetica per inforn@aig$ * VX HOHPHQWL GL QF
determinati aspetti di natura investigativa. Tale comumc&znon necessita di una dettagliata
descrizione di tutti gli aspetti tecnici.
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SEZIONE 2

METODI DI LABORATORIO

1. Analisi di tracce biologiche
1.1 Misure di prevenzione e identificazione della contaminazione

1.1.1 Introduzione e definizioni

Ai fini della presente linea guida, la contaminazione éndafcome: "l'introduzione di DNA, o
materiale biologico contenente DNA, su un reperto aneno o dopo che un processo forense
FRQWUROODWR LQL]JLD 4XHVWWUGM IHQLAHR@W Rq DY LY\HQ MQLWVLD
riferisce al trasferimento di materiale biologico sureperto prima che il reperto sia raccolto o che
le prime attivita forensi abbiano avuto inizio. Le attivitgestigative forensi hanno inizio quando la
scena del crimine é stata isolata e posta in sicurezza.

Le principali fonti di contaminazione del DNA sono:

1) gli operatori che maneggiano il reperto o il campidndONA (sulla scena del crimine, in
ODERUDWRULR HWF«

2) i reagenti o consumabili in precedenza contaminatigachpio, tamponi, provetteeagent);

3) contaminazione da reperto a reperto o da campione di DNAngione di DNA ¢ross
contaminatiol nelle fasi di raccolta, trasporto, conservazione opd@namento di tracce da un
reperto

La contaminazione puo avvenire:

1) direttamente (ad esempio parlando liberamente sopeparto e depositando saliva)

2) indirettamente (ad esempio, materiale biologico gmtes sulla parte esterna di un plico
contenente un reperto puo essere trasferito sui guaati dperatore, che aprendo il plico senza
cambiarsi i guanti prima di maneggiare il contenuto tressferil materiale contaminante).

La contaminazione puo essere sporadica, cioe derivanie elgento che colpisce solo un campione
GL '1$ LQVHULWR LQ XQD VHULH RBQVFE & sih 8&/ento ehe3cdlpistX D~ L
intero lotto o serie di campioni di DNA allo stesso pemel corso di una specifica fase delle
DEQDOLVL HVWUD]LRQH GHO '1$ DPSOLILFD]JLRQH HWF«

1.1.2 Misure di prevenzione della contaminazione sulla scena deimmine

Limitazione dell'accesso al solo personale autorizzato

Tutto il personale il cui ruolo preveda la presenza sulénaael crimine (anche quello non
specificamente addetto alle attivita tecniche di soprallupgoi soccorritori e personale sanitario,
avvocati, Pubblico Ministero, etc) deve essere formatpienamente competente per quanto
riguarda le misure anticontaminazione.

OLQLPL]]ID]JLRQH GHOOD SRVVLELOWW UBDLY FRORV DM XWL]Q RIQOR
protezione individuale

OgniopeUDWRUH FKH DFFHGH DG XQD VFHQDQGHRY VADULHP QD H AER
Protezione Individuale (DPI):

a) Mascherina facciale;

b) Cappuccio o retina per capelli;

¢) Primo paio di guanti;

d) Tuta monouso;

e) Copriscarpe (devono essere totFi D PELDWL TXDQGR VL HVFH GDOOY DPEL
separata di interesse all'interno della stessa scena);
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f) Altre paia di guanti: i guanti devono essere cambiatileegeente in un luogo designato distante
dalla zona in esame, e sempre dopo la manipolazione deii rdpepossono essere utilizzati per
l'analisi del DNA.

3HU VFHQH GHO FULPLQHend IDPI 3dévbRS @& Inxinimo ¥3$$68rX indossati
mascherina facciale; paio di guanti e se si raccolgauzé biologiche anche un secondo paio di
guanti.

Al fine di evitare la contaminazione crociata tra diveasge di una scena del crimine, l'accesso alle
singole aree dovrebbe essere controllato.

In relazione alla complessita della singola scena dedine; € fortemente consigliato cambiarsi i
DPI e decontaminare le attrezzature prima di accedereeséiaree della stessa scena.

$0 ILQH GL HYLWDUH SRVVLELOL ¢GWQWIHO@ILRRDOQ CFUIR E RD G/t
sulla scena del crimine, in linea generale, ogni repertoetibe essere confezionato singolarmente
e in contenitori/involucri adeguati per materiale (ad es.en@ée traspirante per tracce non
completamente essiccate) e dimensioni, avendo curartir@dl contenitore/involucro verso il
reperto e non viceversa.

Dipendentemente dalla natura del reperto e dal suo staertGrein condizioni di essiccazione,
reperto bagnato, reperto deperibile a temperatura ambientg,oetorre inoltre prontamente
individuare le adeguate condizioni ambientali di conseovez{temperatura ambiente, 4°C, -20°C,
etc.)

Al fine di garantire la catena di custodia € infine fondatale che ciascun reperto confezionato sia
classificato in maniera univoca ed inequivocabile.

Pulizia approfondita delle attrezzature utilizzate sstlana del crimine

Le apparecchiature non monouso utilizzate sulla scenaridghe devono essere adeguatamente
decontaminate prima del riutilizzo (a seconda delle tigelaogediante irraggiamentV e/o
trattamento con opportuno liquido decontaminante). Panteckutela deve essere adottata quando
le attrezzature impiegate sulla scena di un detetmizramine sono riutilizzate, per una scena o un
evento collegato al medesimo fatto reato (in special medoambienti e reperti di un
sospettato/indagato).

8WLOL]J]JR GL PDWHULDOL H FRQVXEBDEHWWRKHRYHDJ RRTRN HY LI
analisi di DNA:

i materiali e i consumabili impiegati per la raccoli@,cbnservazione e l'analisi di materiale per
indagini forense devono essere monouso (ove possibilejik (stedasi precedente riferimento alla
normativa 1SO).

| criteri di massima sopra descritti sono da intendestesi anche alle attivita svolte in laboratorio
che precedono quelle di analisi vera e propria del DNAgasine, amplificazione, etc.), quali
ULFHI]LRQH H LVSH]J]LRQH GHL FBEBSEORGL RS KW QGH QWILD EFBI] IGR

1.1.3 Misure di prevenzione e individuazione della contaminazione in labatorio
Sirimanda alla sezioriRequisiti minimi del laboratorigparagrafo 1.2, pag 5.

1.2 Ricerca di tracce latenti

Il personale specializzato che ispeziona la scena aeiheriprocede alle attivita di ricerca oltre che

di tracce evidenti, anche di quelle latenti, impiegaraiovelta in volta- dispositivi di protezione

test orientativi idonei per ogni tipologia di traccia.

Il primo screening non invasivo per la ricerca di potenziacce biologiche latenti prevede

OYXWLOL]]R GL VLVWHPL GRWDRBWH QHOG DPRDHE HG B HPILKFYVW R Q K
F G OXFL IRUHQVL FDSDFH GLFRWQYEW WUH HO DRV VH U LY \DWLLR

raccolta della traccia non visibile ad occhio nudo.

/IfTXVR GL OXFL IRUHQVL KD VLJQRILH DGR VSXOUHDPRIQNY HG HRAJQ

consentendo una certa diagnosi di natura delle stesse.
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AXDQWR DOOYHYV D@ vamyhe Ru@ri nizdiavtelDrfikol si applicano i argenerali
successivamente riportati per diagnosi di natura mediastehimico-enzimatici (punto 2.1.2).

1.3 Modalita di prelievo di campioni biologici da e sul cadavere

Nel caso in cui sulla scena del crimine sia presenteadavere, eventuali prelievi di campioni
ELRORJLFL GL UDIIURQWR H WUDNMNMHUGD HITXKHHWW X OOM. LPR G
Raccomandazione No5 GHO &RQVLJOLR GY(XURSD VXGQOSYDUP
GHOOYDXWReygale.D PHGLFR

IT, QWHUQDWLRQDO 6RFLHW\ IRROUNRRVEBERNLIA FKIQ HVDIEFF\R KIDQ G B
tipo di tessuto preferenzialmente da prelevare a fini ditifitEazione, a seconda dello stato di
conservazione del cadavere.

Un strumento orientativo per il prelievo di tracce démia di reato vivente & contenuto nelle Linee
GuidaGeF.l. per la repertazione di tracce biologiche per le andiigenetica forense nel percorso
assistenziale delle vittime di violenza sessuale e/aati@imento Ifttp://www.gefi-isfg.org).

1.4 La catena di custodia

/ID &DWHQD GL FXVWRGLD q OB QWL BX&\neiRecHe a0 eitoGaH Q W
custodia di un reperto e del luogo in cui tali repertiosstati raccolti in ordine cronologico a partire
dalla raccolta fino poi eventualmente al completo utilip distruzione.
La catena di custodia, correttamente eseguita, rappresenfgercorso ininterrotto di raccolta,
custodia, controllo, trasferimento, e deposito dei repg@aimpioni derivanti da reperti primari come

DG HVHPSLR OfHVWUDWWR GHO '"1GBYRRXR/'WRBUB RQOWSHUR
misura del reperto originale.
La catena di custodia pu0O essere garantita attravemsmesiti cartacei ed elettronici o da una
gualsiasi combinazione dei precedenti.
Il sistema manuale di registrazione deve comunque inclugiermezzo idoneo per tracciare il
trasferimento direpetGD SHUVRQD D SHUVRQD H DOOYLQWHUQR GHO C
La documentazione della catena di custodia dovrebbe inclusiegeenti elementi minimi:

+f GHVFUL]LRQH GHO UHSHUWR RJJHWWR

T u@ero identificativo unico (per esempio, numero del caso)
GRYH VRQR VWDWL UDFFROWL L UHSHUWL
GRYH g VWDWR FRQVHUYDWR LO UHSHUWR
FKL HUD LQ SRVVHVVR GHO UHSHUWR H SHU TXDOH VFRSR
FRVD q VWDWR IDWWR VXO URIGHYWRQIRHGWHRPSLR DQDOLV
LQIRUPD]LR QL Uetbabiwghivatiiviia @ffettuata.D W D

+H +H+ H H +H

Le registrazioni relative alla catena di custodia devesgere conservate per un periodo di tempo
congruo anchdcQ UHOD]LRQH D OO toi@d GislRi¥fia] LRQL GHOOT$
L'accesso al luogo dove sono depositati i reperti ésgere limitato esclusivamente a coloro che
SOno autorizzati a movimentare e restituire i reperti.

2. Attivita di laboratorio

2.1 Diagnosi di natura delle tracce biologiche

La determinazione della natura delle tracce repertateentsda un lato la selezione preliminare di
FDPSLRQL GI{LQWHUHVVH GLVFURPWRDQDEGHDELRORWWFR $R @
materiale biologico umano e non umano, etcG® OOTDOWUR SHUPHWWH GL LQWF
informazioni utili per la ricostruzione della dinamica datkd delittuoso (origine tissutale di tracce
biologiche umane).

Poiché tuttavia i test di diagnosi di natura possonopootare la distruzione di parte della matrice
ELRORJLFD GL XQD WUDFFLD UpLOdecideftddi Groadtetd yudst® phssap§iR, S H L
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in particolare in presenza di tracce latenti o microstepie in casi in cui la determinazione
GHOOJRULJLQH WLVVXWDOH GBQWHW PSLRHWINRFD O U D PE QW
suo donatore. In questo caso la decisione dovra essere tzaegoi@e motivata nel report finale e

presa possibilmente in accordo con eventuali consule i plmiti.

Il singolo caso in cui la preliminare diagnosi di naturdaeritenersi obbligatoria &€ quello in cui s
sospetta che la traccia contenga una miscela di ligpathgici comprendenti sperma (tipicamente
tracce repertate in relazione a delitti di violenzsssale). La conferma o meno della presenza di
sperma, in questi casi, determina infatti la scelta decessivi protocolli estrattivi (cosiddetta
estrazione differenziale) potendo quindi influenzare profondéarebuon esito delle analisi.

2.1.1 Test microscopici

6L EDVDQR VXOOTRVVHUYD]LRQHLGEDUHMWWHGQG L VMQiEBH®W X Q
biologico al microscopio ottico o a fluorescenza (utilimda anticorpi monoclonali fluorescenti,
specifici per un dato antigene tissutale). Dovrebberaegsgarticolare impiegati per la ricerca di
spermatozoi, per i quali sono disponibili protocolli di corwae dedicati, in grado di evidenziare

in maniera differenziale le diverse parti (testa, coda)umero e il rapporto con la componente
epiteliale in caso di tamponi vaginali, orali o rettali.

,O PDQFDWR ULVFRQWU Re @itroy¥c8pict, ranwdrdddte dd €3¢chufiétd/IBD presenza

di liguido seminale nella traccia (ad es. soggetti azoospeomrasectomizzati, campioni scarsi o
relativamente degradati), che dovra essere verificatiamte test immunologico/biomolecolare, in

grado di evidenziare la componente non cellulare dello sperma

/ITDQDOLVL PRUIRORJUO#&nduci ¢bh H BURPOFEARIShRI specializzate e database

di riferimento-S Xz HVVHUH LQROWUH G1DXWL Q DRV % U D Oddr Mg A I \M_LOF
pilifere umane/animali, fungendo da primo screening per ézisgle delle formazioni da sottoporre

DG DQDOLVL GHO '"1$ ,Q IRUPD]LR QEURWVNG RIS UARInH#ROYI/HH Q W/
documentare oltre alla morfologia, la fase evolutivigpgéo utile per le successive scelte analitiche.

2.1.2 Test chimico-enzimatici

Sfruttano la capacita di un substrato di cambiare colmremettere luminescenza (luminol), in
presenza di un composto chimico o enzima presente nel téasygb Test di questo tipo, descritti

in letteratura o forniti come prodotti commerciali, sogpdnibili essenzialmente nei confronti dei
seguenti fluidi biologici (e relativi target chimico-enzimdt sangue (gruppo eme
GHOOTHPRJOR E Lamidasi);\éimnla YfdaxsfatBsCaldizla prostatica).

6L WUDWWD GL WHVW 3SUHVXQU@WRY{LQ HQRYDSRFRIXBHBRILGL |
molto sensibili (pochi falsi negativi). Risultano dunquéi per selezionare, entro un vasto numero

di tracce pervenute in laboratorio (talora anche dimgtde sulla scena del crimine), quelle
potenzialmente utili.

1RQ IRUQLVFRQR LQYHFH FHUWXJID® GWHOXDUW BDFGEOBHHIIHWW L\

2.1.3 Test immunologici

6L WUDWWD GL PHWRGL IR Q GRp¥rondtk @0 §radptV id UabdratariQ i W U L
antigene tessuto specifico. Numerosi sistemi commendiadjuesto tipo, in parte mutuati dalla
pratica clinica (ad es. test per la ricerca di sanguenanwculto nelle feci) in parte creati

HV S UHVV D P H@aNorenSeHsondaftitalividkite disponibili sul mercata peguenti tessuti (e

relativi target antigenici): sangue (emoglobina, glicoforidg saliva (alfa-amilasi); sperma
(antigene prostatico specifico, semenogelina). Recentemé stato reso commercialmente
GLVSRQLELOH DQFKH XQ WHVWEBMDWR MVMHDR®W LD ER (BHR GLLF
la proteina di Tamm Horsfall umana.
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6RQR WHVW GL WLSR 3FRQIHURDIWLRRFRULRHY \WOW\DPMQDV M NG
rare cross-reattivita,LQ TXDQWR ODQWLJHQH XWLOL]]IDWRVYXKWRWLBE
Spesso presente (seppur a concentrazioni inferiori) analeiitessuti umani.

La sensibilita di questi saggi € inoltre limitata, congilmita di falsi negativi in tracce esigue o
precedentemente sottoposte a lavaggio.

2.1.4 Test biomolecolari

In anni recenti, approcci molecolari alla diagnosi diurea sono stati proposti in alternativa o a
integrazione dei metodi immunologici. Il principale \aeggio di tali metodiche e rappresentato
GDOOYHOHYDWD VHQVLELO LblpgitoGDO ULVSDUPLR GL PDWHUL
Sebbene queste metodiche appaiano senza dubbio promettectine el esse siano gia state
oggetto di studi di validazione inter-laboratorio, € impddasottolineare come non esistano
attualmente protocolli standardizzati (resi ad esempipodibili commercialmente), né set di
marcatori universalmente condivisi, né un approccio intéapivo univoco del dato analitico.
Pertanto i risultati ottenuti devono essere interpreiati cautela e alla luce della piu aggiornata
letteratura scientifica in relazione alla specificit@mlta SRVVLELOH LQIOXHQ]D VXOO
fattori fisiopatologici tipici dei soggetti interessati fattori ambientali.

2.1.5 Interpretazione coordinata del test di diagnosi di natura del test genetico

Al fine di consentire una corretta interpretazione geilltato, in caso di utilizzo di test per diagnosi

GL QDWXUD OYRSHUDWRUH GHYH LQFOXGHUH QHOOD UHOD]L
- indicazione dei reagenti commerciali utilizzati o, inegaifativa, del protocollo di
preparazione dei reagenti stessi, con eventuali rifetinébliografici attestanti la validazione in

ambito forense

- una sintetica descrizione della modalita di effettuaziaideast, in particolare quando esse

si discostino dalle istruzioni fornite dalla ditta produttriee es. tempo di lettura del test chimico-
enzimatico/immunologico); tali modifiche dovranno essereltre giustificate alla luce della
letteratura scientifica disponibile

- una sintetica e chiara descrizione dei limiti di sensiibt specificita del tipo di test
DSSOLFDWR GHVXQWD GDO PDQXDOBOGITHVRVGRLBD OB W WHR G
6WDQWH OfHVWUHPD VHQVLEEDWWY LG HOLY RVSHWD WIRQ HWiL FOLL B [
OfHVWUD]LRQH TXDQWLILFD]DRIQRHQHD BH®L I'l D GLIR XK CH WMLLSH
fornito esito negativo a test di diagnosi di natura.

In presenza di sola positivita a test chimamimatico a bassa specificita non corroborata da
SRVLWLYLWj] DG XQ WHVW GL WNVFRSERR IGIHE OFW VRRG L HYV/IDFRHHU
test immunologico; test molecolare QI HYHQW XDOH SURILOR JHQHWLRRHRWW |
tecnica, essere riferito quale certamente proveniente dapauifico fluido biologico. In tali casi,
eventuali valutazioni sulla natura della traccia hanno safattere deduttivo sulla base di dati
circostanziali.

2.2 Estrazione del DNA

2.2.1 Premessa

La scelta del protocollo estrattivo € demandata al singddoratorio, sulla base di fattori quali:
dotazioni strumentali, esperienza degli operatori, tipoldg@mpione trattato; etc.
&RPXQH D WXWWH OH WHFQLFKH VWHOB DS&R) dh @ib@Eénti8odre F D X |
prontamente la contaminazione (si rimanda Requisiti minimi del Ilaboratorid.5
5DFFRPDQGD]JLRQL UHODWLYH DOOYDQDOLVL GHO '1%
IHOOYDPELWR GL XQ VLQJROR delovidResserd-dndti&zatiR)Q X @YD U B DI UR |
tempi diversi rispetto alle tracce repertate (ove possdnpo aver ottenuto i risultati analitici sulle
tracce stesse).
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,QGLSHQGHQWHPHQWH G DO @&raAne FdeILDNA, XéNal @lh3ipDeMErni&H U - (
OfRSHUDWRUH gq W H Q XiWdrlaDechiQaGrhdniale 6 abtlngatiszatél fo struomefiot

il kit commerciale utilizzato, eventuali modifiche apptetaalla procedura consigliata dal kit
fornendone la motivazione.

Nel caso in cui si utilizzi una metodica manuale mesgausto nel laboratorio, deve essere
consultabile la validazione interna eseguita.

2.2.2 Principali tecniche estrattive impiegate in ambito forense

Attualmente, le tecniche di estrazione piu diffuse pmresslaboratori di genetica forense
FRPSUHQGRQR O fH ViWwfgrdlpLcotfdrniol | DY InFddesenza di resiobelanti

(seguita da eventuale purificazion€) fHVWUD]LR QH ISQin idivhii VWHRR@QL 8 B PEXUD QH
silice e mediante resine magnetiche.

La disponibilita di tecnologie per la purificazione del DNAe utilizzano resine magnetiche e
PHPEUDQH GL VLOLFH KD UHVR SRMAR. BLOHVOIDDWRE@B |RRGQHD
differenti piattaforme commerciali in grado di processarenumero variabile di campioni.

Per campioni di raffronto (quali ad esempio saliva dep@asisa appositi supporti trattati con
reagenti stabilizzatori del DNA) e attualmente possibile apglieache protocolli di PCR diretta,

che eliminano o riduco DOOYfHVWUHPR OTHVLIJHQ]D GMW&®/UWUHOLPLQDUH V
Indipendentemente dalla metodologia di estrazionaynaldipologie di campioni, quali tessuto
RVVHR H IRUPD]JLRQL GHQWDU$HH QHFHWDWUMW BQRPGL GLQ B U IR
del DNA. Essa prevede innanzitutto la pulizia superficialecdetpione. Nella processazione dei
frammenti di ossa compatte si rende necessaria larppziaeione e decalcificazione in EDTA per

un tempo variabile, a seconda della quantita di materialevate. Nel caso delle formazioni
dentarie € necessario R QDUH R IUDQWXPDUH LO G HeQr#agens &b pslpaQ VHQ
dentaria.

8QD SXOL]LD SUHOLPLQDUH DOOYEHBVARHADQROM I5HQ 'ABVR X
pilifere.

2.2.3 Estrazione differenziale

In tracce miste nelle quali sizeta/presunta la presenza di sperma (ad es. violenza sjssial
opportuno adottare apposito protocollo di estrazione diffeaknz Esso consiste in un
pretrattamento con proteinasi K a basse concentrazioni goteerdi lisi per il recupero della
SIUD|LIHRAMWHOLDOH® FRQWHQHQWH WP DIV RGR LF HBIOK OrHL H3QLH HFL
mediante centrifugazione dalla frazione spermatozoamsis(ente alla lisi). 1l successivo
trattamento della frazione spermatica con il tamponestiazione aggiunto di ditiotreitolo (DTT)
consente di aggredire le membrane nucleari degli spermatstzaendone il DNA.

/I THVWUD]LRQH GLIITHUHQ]LD OHDS XZVWQR®W LRH) BEhpahRH dB € 5 Q L
liquidi biologici (sangue, saliva, mucosa vaginale). In quesswo,cla prima frazione conterra |l

DNA dei suddetti fluidi biologici, la seconda il DNA provenie dal fusto della formazione

pilifera.

2.3 Quantificazione del DNA

/I fYHVWUHPD VHQVLELOLWj GHL VUVMKLHGtbE®RG Guantifitazibnd R Q H
preliminare sia, quantomeno, altrettanto sensibile.

La quantificazione del DNA genomico umano isolato da&cgaé prerequisito importante per
OfRWWLPL]]ID]JLRQH GHOOD VXFFHWHY DD Gidiitg i@ irhizZdre P SO L |
presenza di artefatti che possano alterare la qualifgraidb genetico

(T QHFHVVDULR GHVFULYHUH QHHOUBHBGEGH W IQ RFUE\HLIIXAAtNQ W R/ H
L ULVXOWDWL DQDOLWLFL RWWHMBH MorUpasSiblle)H® saxoDdD H S L
degradazione del DNA e la quantita di DNA maschile e femminile.
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Ogni laboratorio potraY D O X W D U H d@iffile WrHaGagdhiaj alcdi sotto della quale sono attesi
risultati non utili di tipizzazione del campione. Ogabbratorio potra decidere di proseguire con
Ongblsi dei marcatori STR anche a fronte di un risult&getivo alla quantificazione.

3HU TXDQWR ULJXDUGD L FDPSLR @IH QR RILD3d DUYRHQW RL Q DAFRFURVCRN
di norma contengono quantita relativamente abbondanfiNd\, la quantificazione pud essere
effettuata anche con metodiche meno sensibili rispetto fPCR, come spettrofotometria o
fluorimetria. In alternativa, ove si utilizzino protokadi estrazione normalizzati, al termine dei

qguali si prevede di ottenere dai campioni di raffronto wrcentrazione standardizzata e nota di

DNA genomico, la quantificazione puo essere omessa.

2.4 Analisi dei marcatori genetici

2.4.1 Polimorfismi STR

Al fine di garantire la massima standayiD]LRQH GHL ULVXOWDW LsiazOWwB EISOLILI
normadi kit del commercio dedicati. | kit utilizzati e i reldt riferimenti bibliografici devono

essere esplicitamente indicati nella relazione tecomsi come eventuali scostamenti dal protocollo
GIDPSOLILFD]JLRQH VXJIJHULWR GDOIQP DG GW @ DY B O R BEK W MWQLLJ
modificazione del numero di cicli PCR. Tali modifichevdnno essere inoltre giustificate alla luce

della letteratura scientifica disponibile 0 documentalaszione interna.

Nel caso vi sia assoluta necessita di analizzare STRi@olali non inclusi in kit commerciali, deve

essere illustrata chiaramente la procedura e la validazioeena/esterna eseguita (ad es.
calibrazione della scala allelica di raffronto secondmemclatura allelica conforme a linee guida

ISFG; partecipazione a esercizi collettivi comprendentcamtrollo di qualita o proficiency test,

etc.). Anche per STR addizionali devono essere disponibiiiededatabase popolazionistici.

2.4.2 STR del DNA autosomico

/IH LQGDJLQL JHQHWLFKH LGHQWH IRHFOGOWILQWH RQBRQDIOQRIU BL.
STR localizzati su cromosomi non sessuali (autosdmidabella sono riportati i marcatori previst
da European Standard Set (ESS) e Combined DNA Index System$E£0OD

Extended ESS CODIS Expanded CODIS
D3S1358 D3S1358 D3S1358
VWA VWA VWA
D8S1179 D8S1179 D8S1179
D21S11 D21S11 D21S11
D18S51 D18S51 D18S51
THO1 THO1 THO1
FGA FGA FGA
D1S1656 - D1S1656
D2S441 - D2S441
D10S1248 - D10S1248
D12S391 - D12S391
D22510145 - D22510145
- CSF1PO CSF1PO
- TPOX TPOX
- D5S818 D5S818
- D7S820 D7S820
- D13S317 D13S317
- D16S539 D16S539
- - D19S433
- - D2S1338
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2.4.3 STR del cromosoma Y

/TDQDOLVL GL 67 5spedif@itbbaliPzathvsklkcioddbsoma Y (Y-STR) trova bggwione

assieme o in alternatv® OO fDQDOLVL GL 675 DXWRVRPLBL IDEG AHRMHWPES S
analisi di tracce miste maschili/ffemminili (ad es. viokesessuali); indagini di parentela; ricerca di
persone scomparse.

Il profilo genetico generato dalla combinazione degli atlefiv Y-6 75 q FKLDPDWR 3DSORYV
/IYTDSORWLSR PLQLPR GD LQGDJDUH qF@G&tHRR@WdoIDIH@L LG H(
haplotyp€.

Oggi sono disponibili sistemi commerciali di multiplex PCBmprendenti fino a 27 Y-STR, in
DOFXQL FDVL FR P SRapldyGHitatMmgL RIMQY-KTIR, 8otati di tasso di mutazione
particolarmente elevato, che hanno dimostrato di poteenmentare la differenziazione di soggetti
appartenenti alla stessa linea paterna.

Ai fini forensi si raccomanda di utilizzare almeno iIMYSTR indicati in tabella.

Y-STR Indicazioni Note Y-STR Indicazioni Note
DYS19 Raccomandato| Minimal hapoltype DYS449 Opzionale RM Y-STR
DYS385 Raccomandato| Minimal hapoltype DYS460 Opzionale

DYS389I Raccomandato| Minimal hapoltype DYS481 Opzionale

DYS389Il | Raccomandato| Minimal hapoltype! DYS518 Opzionale RM Y-STR
DYS390 Raccomandato| Minimal hapoltype DYS533 Opzionale
DYS391 Raccomandato| Minimal hapoltype DYS549 Opzionale
DYS392 Raccomandato| Minimal hapoltype DYS570 Opzionale RM Y-STR
DYS393 Raccomandato| Minimal hapoltype DYS576 Opzionale RM Y-STR
DYS437 Raccomandato DYS627 Opzionale RM Y-STR
DYS438 Raccomandato DYS643 Opzionale
DYS439 Raccomandato DYF387S1 Opzionale RM Y-STR
DYS448 Raccomandato
DYS456 Raccomandato
DYS458 Raccomandato
DYS635 Raccomandato

YGATAH4 Raccomandato

2.4.4 STR del cromosoma X

Gli X-STR vengono prevalentemente applicati allo stud@& rapporto di parentela in casi
FRPSOHVVL VSHVVR D FRPSOHPVIRRLR LGH @GAHID® EDRERYV KGRAD6Y 5
indagini di paternita deficitarie in cui sono coinvoliglie femmine; persone scomparse; incesto;
identificazione delle vittime di attentati e disastirmassa.

Un aspetto da considerare € che i loci sono fisicamemigatenati sullo stesso cromosoenquindi

QRQ YHQJRQR HUHGLWDWL LQ PRMGRR Like&ges IHAQre, Hh@adateri O 1 X Q
strettamente concatenati mostrano spdsd@ge disequilibrium (LD),FLRg OfDVVRFLD]LR
casuale degli alleli in un aplotipo.

| loci generalmente analizzati sul cromosoma X sono sigidn 4 gruppi di linkage e il set di dati
RWWHQXWL GD FLDVFXQR GL Tp8HVWL JUXSSL FRVWLWXLVFH (
- Linkage group 1 (Xp22): DXS10148, DXS10135 e DXS8378;

- Linkage group 2 (Xp12): DXS7132, DXS10079, DXS10074 e DXS10075;

- Linkage group 3 (Xp26): DXS10103, HPRTB e DXS10101;

- Linkage group 4 (Xp28): DXS8377, DXS10146, DXS10147, DXS10134 e DXS7423).

Gli aplotipi vengono ricostruiti mediante kit del commio, 0 saggi sviluppati in laboratorio, che
contengono da 4 a 12 marcatori del cromosoma X (da ungartgruppo di linkage). Ai fini della
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valutazione biostatistica € dunque opportuno disporre di atie@iabase aplotipici per i marcatori

che compongono i 4 gruppi di linkage

/ID '1$ &RPPLVVIBRAKBHMHFHQWHPHQWH UHGDWWR CHLQOGIHWIXGE
cromosoma X negli studi parentaiQ FXL VL UDFFRPD@alBi deiLmatsatarOd 4] D U H
VXSSOHPHQWR GHOOYDQDOLVL GHL (P®R FIDWARWID DRW Q VRPH. F
inconclusivo.

2.4.5 Marcatori per la diagnosi di genere

Di regola, i convenzionali sistemi per la tipizzazi@héSTR autosomici e >STR includono uno o

pit marcatori per la determinazione del sesso del dondiowea traccia. Quello piu diffuso e
UDSSUHVHQWDWR GDO JHQH GHOOY$PHO RIWHDA Q@B D XORAIRAL
cromosomi sessuali, che presenta nel primo introne upgésea sul cromosoma X piu corta di 6

paia di basi rispetto a quella sul cromosoma8&Q IDPSLD GHOH]JLRQH GHO WUDYV
interessato é relativamente frequente in maschi provediginsubcontinente indiano (2-8%), i cui
campioni risulteranno pertanto al test come di sessominile. In casi che coinvolgono
verosimilmente soggetti provenienti da questa area geogrgliedanto opportuno integrare il dato

con altri marcatori localizzati sul cromosoma Y. k@ncata amplificazione del frammento Y-
VSHFLILFR FRQ WHVW GHOOf$PHORJBGDQW XgVWRHQYWRVEKXU L
popolazioni europee (UM GLYLGXR RJQL DOOYLQFLUFD

2.4.6 | polimorfismi del DNA mitocondriale (mtDNA)

Lo studio di aplotipi del mtDNA trova applicazione indca contenenti DNA nucleare altamente
degradato o costituite da cellule anucleate (ad es. [mgJete o privi di bulbo).

$OOR VWDWR OD WHFQLFD SUHYDOHQWSB LLQ SIDOFRELIVR. IRWH @
dal sequenziamento con metodo di Sanger (pur essendo pilevete nel prossimo futuro questa

sara completamente soppiantata da tecniche di Next Genesaquencing, vedi sezione 2.4.8).
Storicamente, i protocolli sviluppati in ambito forense prevedbsequenziamento di specifiche

regioni ipervariabili (HVS-I, 16024-16365; HVS-II, 73-340 e, secondagiate, HVS-III, 340-576)
localizzate entro la regione di controllo del mtDNA.

Peril ULVFKLR SDUWLFRODUPHQWH PQBYLWER GHOFRYWBPRID]LL
tenuto a osservare una buona pratica di laboratoricaedemandazioni contenute nelle linee guida

S X E E O L HBAE kel ADM eWsionate e sviluppate nel 2014.

In tutte le fasi del processo di laboratorio devono esseeguiti controlli negativi e positivi cosi

come bianchi dei reagenti di estrazione.

/ID PDQFDQ]D GL NLW FRPPHUFLDOL DERMXBBSWRUWR GHBOOSUYR
FRQWDPLQD]LRQH H GL JHQHUDR H @QIOWHVBPW®R GXOWHT XKD L
mtDNAin IRUHQVH ,QROWUH OD PDQFDQHLR SURHWWWHPEKGTDIWR
la produzione del dato di laboratorio e la stesura del repatitico rappresentano un aspetto critico
GHOOTDQDOLVL GL PW'1$ 3HU WMNIOQPHRANFXYLD W 5 WU B Y MRLORQM
secondo le linee-guida sopra menzionate.

,Q JHQHUDOH L ODERUDWRUL FKH LB®SEBYDQIR UH®WD GIHWIR
chiaramente nei report analitici la procedura utilizzatan@ridi PCR, porzione della regione di
controllo considerata, etc.) e la validazione internefeat eseguita. A questo proposito é
raccomandata la regolare partecipazione ad appropradiciency test.

2.4.6.1 Nomenclatura degli aplotipi mitocondriali

Le sequenze di mtDNA devono essere allineate e le vaniaaiicleotidiche annotante rispetto alla
revised Cambridge Reference Seque(r€eRS, NC001807), secondo i criteri di nomenclatura
indicati in letteratura.
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(1 QHFHVVDULR FKH FLDVFXQ OD FRUDDMW RalkirRoBEBcRMEY L X C
esplicitandolo nel report analitico.

Il sistema di nomenclatura & in accordo con la fit@ge mitocondriale secondo le linee guida

S X E E O L HBRAE kel Z0DM=M4 2014.

Il criterio deve essere il medesimo adottato nel datapapelazionistico utilizzato per la stan

delle frequenze aplotipiche, oppure & possibile ricorredatabase in grado di effettuare ricerche
LQGLSHQGHQWL G D CEONAPOMIdcQoAdid BIQAWPBpulakoD Ddtabase (EMPOP),
www.empop.online

2.4.7 SNPs e Indels

Indels (polimorfismi di inserzione/delezione) possono ressglizzati come marcatori aggiuntivi in
casi di paternita deficitarie.

SNPs a fini identificativi possono essere utili perifazzazione di campioni contenenti DNA
degradato e sono inclusi nei pannelli di marcatori tipizzat tecniche di sequenziamento di nuova
generazione (vedi 2.4.8).

2.4.8 Massively Parallel Sequencing (MPS)

Con il termine30DV VLY HO\ egibch@ ®MPSYsiGntende una vasta gamma di tecniche di
sequenziamento parallelo massivo, in grado di processay@omumero di campioni in un singolo
esperimento e ottenere migliaia di letture di ogni singateb

In generale i metodi di MPS si basano su un arricchimearziale del DNA target, mediante PCR o
FDWWXUD FRQ SUREH VHJIJXLWR GDAODPPUIKPIDLU GJL RD¥H G C
combinati ad opportuni adattatori che vengono quindi sottopmstamplificazione clonale e
sequenziamento.

Recentemente sono stati introdotti sul mercato sistemimerciali dedicati ad applicazioni forensi

SHU O TNR3DiahtoML STR, quanto di polimorfismi di singolo nuck®t(single nucleotide
SRO\PRUSKLVPV 613 XWLOL VLD DOGdfY DCHEMIN&IHReD P R Q H
FDUDWWHULVWLFKH VRPDWLFKH HF B8R 0 H R@&btydhod, v khdperH G H
il sequenziamento di mtDNA.

Stante la novita delle metodiche e la continua evoluzieesistemi MPS attualmente disponibili

sul mercaR VH QH UDFFRPDQGD OfXWLOL]]JRODRAGRRVH OWLDQWRH
internamente secondo le procedure di assicurazione didgdel laboratorio e se la tecnologia
impiegata e opportunamente supportata o da una validaziongicspeffett XDWD GDOOTTD]L
produttrice (developmental validation) e/o da letteratuensifica su riviste di settore.

2.4.9 Interpretazione dei risultati di tipizzazione genica di marcataraploidi

Y-STR

Stima della frequenza aplotipica

La stima della frequenz® SORWLSLFD VL UHQGH QHFHVYPHMIDG 8§ QYD HNVSE
vi € piena coincidenza aplotipica tra campioni diresse in:

- indagini identificative (traccia a contributore Sirtaj)

- indagini di consanguineita,

Poiché i singoli Y-STR sono tutti concatenati sul me@descromosoma e non soggetti a
ricombinazione meiotica, la regola del prodotto non pudresg®plicata per stimare la frequenza di

un aplotipo; al contrario si devono utilizzare ampiathatse di riferimento che raccolgono le
frequenze degli aplotipi piuttosto che di singoli allel.

Esistono vari database pubblici di frequenze aplotipicpeello rappresentativo del maggior
numero di popolazioni ¥ HRD (www.yhrd.org che al momento contiene oltre 188.000 minimal
haplotypes (aggiornato a settembre 2017). |l database codepB203 cromosomi Y italiani, che
UHQGRQR OY,WDOLD XQR GHHRBRDHVL SLe UDSSUHVHQWDWL QF
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http://www.empop.online/

| tool associati al sitoHRD consentono di calcolare la frequenza aplotipica (a&sdoj ove
applicabile, anche un intervallo di confidenza) con yarssibili approcci tra quelli descritti in
letteratura.

Nel report si deve indicare quale/quali approcci statisbeciosstati impiegati per calcolare la
IUHTXHQ]D DSORWLSLFD ULSRUWDAMD DD QaTdihas8®y Bl LBRWhQHeD VL
SPHWDSRSROD]JLRQL” JUXSSL GL SR SIROVDHUF®RIQ OWHMV K FSHR) V|
culturali e geografici) in cui esso é suddiviso (i camp&uropei, ad esempio, sono raggruppati in
YHRD in tre diverse meta popolazioni: est, sudvW RYHVW R DO GDWDEDVH 3QI
confini politici del paese di riferimento).

Occorre inoltre indicare la versione del databasledse number) nei confronti della quale e stata
effettuata la ricerca e il set di Y-STRco@sBHUDWL PLQLPDO KDSORW\SH HWF«
Nel report finale & importante sottolineare che un detetmimglotipo Y-STR & condiviso da tutti i
soggetti di sesso maschile con un comune antenato masebdate. E possibile, utilizzando
marcatori RM Y-STR, discriminare soggetti appartenenti adlgsst linea paterna.

X-STR

Rimandando alle linee guida di recente pubblicate, si evideciz¢ il calcolo biostatistico é
concettualmente simile a quello previsto dalle linee guidanagonali per gli STR autosomiei

del cromosoma Y e dunque basato sul calcolo del rapporto diivegtianza date le due ipotesi
alternative di consanguineita/non consanguineita. o c&ksX-STR e tuttavia necessario tenere
conto della presenza di linkage e del possibidtra marcatori.

/THI11HWNIRO @ssere valutato solo disponendo di database apldlipiterimento. Tuttavia
tanto gli archivi informatici (www.chrx-str.org) quant® pubblicazioni scientifiche in cui ad oggi
sono stati raccolti dati sulla variabilitda umana diSXR di interesse forense comprendono
informazioni aplotipiche assai limitate. Per la popolaeidaliana, il piu vasto database attualmente
disponibili € composto da 200 individui.

Sono attualmente disponibili numerosi software sviluppati dgarigmi matematici in grado di
analizzare marcatori genetici caratterizzati da linkagwlfga LD), quali X-STR, generando gli
opportuni valori di LR.

/I fRSHUDWRUH GRYUj HVVHUH HWSIQOQMLOWHR QHDOJURBREED GH 6
del solo linkage o anche HD) e software impiegato, il database di frequenze alldbgtatipiche
selezionato, i valori di tasso di ricombinazione egstadi mutazione adottati.

MtDNA

/I TDSORWLSR PLWRFRQGULDOH RWW HQKX VGRne@®OEMM@NAtE 8dd U W R
OYDSORWLSR DSSDUWHQHQWH D XQ F®PHPESLRHPSULR UQHHOL
GHOOYLGHQWLILFD]LRQH GL XQL F®C5 virkdahideal/BeD vie 81@&RNA. LS L |
'‘DOOYHVLWR GHOOD FR PBNAUm$sdR@Qdne@érers QURIASEIGsion®,Wan
esclusione, giudizio inconclusivo secondo le indicazioni riportate nelle linee guida
VXOOYLQWHUSUHWD]LR Q$FGhEl 20 @WnalOMMHGDWWH GDOOY

Nel caso di non esclusiond, O SHVR GHOOYfHY lnedia@t¢Dstima Hells todqduénza
GHOOIDSORWLSR PLWRFRQGULDOH VH) SIKFR/OWOLR R B LIVQV XER D ¢
database popolazionistico dovrebbe essere eseguita cansiddutte le sequenze disponibili, con
ULJXDUGR DO sefjucQAarkedty (h@ipretagdne) considerato.

Le posizioni a elevata variabilita come le varianti in lezga nei tratti omopolimerici non
dovrebbero essere considerate nella ricerca nei datpbase stima delle frequenze. Le posizioni
eteroplasmiche dovrebbero essere inserite durante laaricenaodo da non escludere nessuna delle
varianti eteroplasmiche.

Esistono vari database pubblici di frequenze aplotipioftecondriali. In particolareeEMPOP ¢ il

database attualmente raccomandato da ISFG, in ragiomeuttipli sistemi di controllo di qualita
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GHOOH VHTXHQ]H DUFKLYLDWH H GBROBDDIFRSQH]]BROGHIH FDP:

VXGGLYLVL LQ 3SPHWDSRSROD]LRODQ@ S IGLUHAH Q WIHVDHOOHIVY.H L Q

| laboratori devono comunque esplicitare ed essere in gliagiastificare scientificamente la scelta

GHO GDWDEDVH H OYfYDSSURFHLRUWDOWRQ MW IGHR. XUOW V& OWIDWR. Q

| report analitici che includono stime di frequenze #pioche ottenute mediant&EMPOP

dovrebbero indicare: versione EMPOP utilizzata; range nucleotidico della ricerca; tipo ditain
SSDWWHUQ"~ FLRq FRPSUHQVLY R W NMUYPW Q/BIQBRH XMV S RE L PLUR E
RSSXUH 3OLWHUDO® SRVL]LR QL diLl@nghda2aH ¥se¢lis®/ HallaG Bicer8aR O L P

sottopopolazione entro la quale € stata effettuata la.stim

Il rapporto di verosimiglianza per il mtDNA e calcolato corportato in: ParsoW. et al.ISFG

Guidelineg2014).

(Y SHUDOWUR GRYHUR VR firaR Whe/ RrOdet@rrhiDaicHap@tih® mitolddddriale &

condiviso da tutti i soggetti che sono imparentati in limsgerna.
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SEZIONE 3

&5,7(5,2/2*,$ 9$/87%$7,9% 1(//7,17(535(7%$=,21( '(,
PROFILI GENETICI STRs AUTOSOMICI

1. Criteri analitico-valu WDWLYL SURSHGHXWLFL DOOYLQWHUSUHWD]L
genetica

Nelle indagini di genetica forense (identificazione perneonsanguineita e identificazione di
vittime in disastri di massa (Disaster Victims Identfion, DVI) & necessario: che ogni laboratorio
definisca preliminarmente criteri analitico-valutativi dapbcare ai tracciati elettroforetici (dati

grezzi, o file .fsa o .hid). Le seguenti fasi sono, quirdd, considerarsi propedeutiche
DOOTLQWHUSUHWD]JtoRQH GHO SURILOR JHQHWL

A) Definizione di valori soglia per la valutazione dei tracciati elettroforéci, la cui funzione
equelladiFRQVHQWLUH O Y Lsegh®i\Alelidi pebllaR dgHca@pidne/reperto biolagic
QHOOTHOHWWUR IHUdH arteixtd P\alori-svdhiaOskr® ldefir@iR seguito di validazioni
interne di laboratorio e applicati ai dati grezzi delleseczlettroforetiche. Il metodo utilizzato per la
validazione deve essere condiviso dalla comunita sd@mntiinternazionale e deve essere
documentato nelle procedure di laboratorio.
- La soglia analitica (Analytical Threshold, ATo Limit of Detection, LoD, puo essere
definita come il valore, espresso in RFU, che permettisdriminare un segnale analitico (allele)
dal rumore di fondo (back® XQG QRLVH (T QHFHVVDULR VBOHRIUDWRWH R
relativo grado di confidenza con cui si € giunti a deteare tale valore soglia. Vengono
considerati dal software di tipizzazione genetica stdtgicchi elettroforetici di intensita pari o
superiori allaAT, i quali possono, quindi, essere identificati con latred denominazione allelica.
(T SRVVLELOH LPSRVAV Ditteken2ad pebD @i bahdasdpettrale oppure unico da
applicare a tutte le bande spettrali.
- La soglia di linearita (Limit of Linearity, LoL) del sistema analitico utilizzato € il valore,
espresso in RFU, corrispondente al punto di saturazioneildeatore della strumentazione
utilizzata (sequenziatore). Oltre tale soglia lo strumamn produce piu una risposta lineare del
VHIQDOH DOOYLQFUHPHQWR GH®B @POD QW IDERD Sl (CaliyéRENWN U HF L
picchi sdoppiati, o tagliati, in un incremento del rumdréondo, in segnali aspecifici che possono
FRPSOLFDUH O Y dep WéudtatiS ld kW @ hdiRaQiHil campione/repertooloigico deve
essere sottoposto ad una nuova procedura di multiplex-PCRneoguantita inferiore di DNA che
tenga conto anche del dato di quantificazione, ovvero igttioamplificati devono esser
opportunamente diluiti in modo che gli alleli del profilongéico abbiano altezze in RFU inferiori al
LoL.
- La soglia delle bande stutter $tutter threshold puo essere definita come quel valore
limite, espresso in termini relativi (o percentuali) rispeal picco principale, al di sotto del quale
segnali analitici in posizione stuttebgckward stutter-1 o forward stutter+1) possono essere
considerati come artefatti di polimerizzazione. 1l valdella soglia bande stutter viene definito, per
ognisSHFLILFR ORFXV FRPH UDSSR WWV\RHUWD O DEOWHJ LW LRRO I D!
H TXHOOD GHOOTDOOHOH GL ULQHWLNFR QWD UM S RVIHIERWHSLFE
di soglia bande stutter per ogni locus oppure un valore apigticabile a tutti i loci.
- La soglia stocastica $tochastic Threshold, STrappresenta un indicatore di qualita dei
VHIJQDOL DOOHOLFL SHU DO OHVUWEKH CRI@ Q\DXOAWW DO FILQ AU B
campione/reperto bioclogp SRVVD HVVHUH VWDWD ULO HYDsW®eRdhalé R U VR
specie nel caso di analisi di reperti caratterizzatiuda limitata quantitd di DNA e/o da una
significativa degradazione. In tali condizioni, eventocststici possano produrre artefatti di

27




amplificazione quali shilanciamento allelico nei loci etgoti, perdita allelica nei loci eterozigoti
e/o omozigoti grop-oud, incremento delle bande stutter e eventi di compallsbca drop-n). La
Stochastic Thresholé, quindi, un valore espresso in RFU, al di sopra dalegé ragionevole
assumere - specificando il relativo grado di confidenbha-ron sia avvenuto un fenomenalddp
out allelico. La soglia stocastica deve necessariamessere definita empiricamente da ogni
laboratorio attraverso validazioni interne da condursi sscaiasistema di multiplex-PCR.

B) Definizione di parametri e criteri valutativi
Il tracciato dovra essere valutato in rapporto a:

- numero di alleli per ogni locus chiaramente rilevato dal software di genotipizzazione,
HYLGHQ]LD OfHYHQWXDOH SUHVHR]BLEIOREL G OGXH) W 1D DABIRO
possibilita di un profilo commisto. In questo caso, i vattel rapporto dei segnali allelidvixture
ratio, Mr) e della proporzione dei segnali allelici nella miscélax{ure proportion, M), sia per
singolo locus che per intero tracciato elettrofogtjpotranno essere calcolati e valutati secondo le
modalita descritte per tali parametri nel glossarionibpe in: SWGDAM Interpretation Guidelines
2017.

- bilanciamento degli alleli nei loci eterozigoti Heterozygote balance, Hlo rapporto tra
OYDOWH]]D PBddi H&ghF R&tib, PHRnei loci eterozigoti € un indice del grado di
sbilanciamento tra gli alleli di un locus eterozigote.it8olente, in reperti/campioni biologici in
condizioni qualitativamente e quantitativamente ottimalialore diHb DG XQ ORFXV (q -
Le modalita di calcolo di tale parametro sono esplieitnel glossario reperibile in:. SWGDAM
Interpretation Guidelines 2017.

2. Valutazione di conformita dei controlli di analisi

Una volta definiti i criteri analitico-valutatk VL SURFHGH DOOD YDOXWD]JLRQ
picchi nellostandard internpdei tracciati elettroforetici ottenuti dialdder allelicq dai campioni di
controllo positivo e negativo (di estrazione e di amplificazioeedlla verifica dei risultati di
tipizzazione dei campioni/reperti biologici database di esclusione

2.1 Standard interno e DNALadder allelico

a) Standard interno. Si dovra verificare la corretta separazione elettatita e la corretta
assegnazione delle dimensioni di tuti UDPPHQWL FRQWHPSODWL QHO PDQX
multiplex-PCR.

b) DNA Ladder allelico /fTHOHWWURIHURJU D A&iber @ik¢l@ddvta¥eRseeO '1$
necessariamente previsto in ogni sessione di elettrofoapdlare, per ogni sistema di multiplex-

PCR utilizzato. Nel caso in cui debba essere analizzatgram numero di campioni nella stessa
sessione di corsa elettroforetica (piastre da 96 campdovra essere corso piu di un ladder
allelico. Non sara possibile utilizzare ladder allelici direalsessioni di elettroforesi. Si dovra
verificare la corretta separazione elettroforeticaa ecdrretta assegnazione degli alleli. Qualora
compaiano assegnazioni alleliche non previste o diffoofiil@dde), si dovra procedere a una

Y HU LI LF Dbuzieh® @efjdstsnitdodLinterno e, nel caso in cuiiteitd non venga superata, Si

dovra necessariamente effettuare una nuova corsaflettica.

2.2 Controllo positivo di amplificazione

$0 ILQH GL YDOLGDUH OTDQDOLYV lialGéhie piddedierd) dla vaideRiGneR Q H
GHOOYHOHWWURIHURJUDPPD RWWHQXWR SHU DROIRHQR/HX@L
amplificazione, il quale deve presentare una corretiegaazione dei genotipi ad ognuno dei loci
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analizzati. Qualora tale campione di controllo foraisisultati difformi dai genotipi attesi, ovvero
non fornisca alcun risultato, anche dopo nuova cors&rcdteretica, sara necessario sottoporre a
nuova amplificazione tutti gli estratti dei campioni/repbitlogici di quella sessione di analisi.

2.3 Controllo negativo di estrazione e controllo negativo di amplificazione

/ID YDOXWD]LRQH GHOOYDWWHQOLHERQHWYLEKILHGHVREWOWIC
predisposizione di due tipologie di controlli negativi tdogi, rispettivamente, dal campione di
FRQWUROOR GHL UHDJHQWL XWLGDL]] W S U b gRidaSMIBDIL R Q |
negativo di estrazionee da quello dei reagenti utilizzati per allestire la i@z di amplificazione
(controllo negativo di PCR o negativo di amplificazipne

- Controllo negativo di estrazione

In ogni sessione di analisi di campioni/reperti biologicielegsere contestualmente sottoposto a
procedura di estrazione del DNA un campione contenerite itveagenti impiegati per tale
procedura, ad eccezione della matrice biologica. Questo caengieve essere sottoposto alla
procedura di tipizzazione della medesima sessione di ardilissampioni/reperti biologici
(quantificazione, multiplex-PCR, elettroforesi cap#ar

1. Nel caso in cui nel controllo negativo di estragioon compaiano segnali allelici
VXSHULRUL DOOD $7 OYDQDOLVR BRQIRWWPHUB FRDY\WRHIW
2. Nel caso in cui in tale campione di controllo siammlenziati picchi elettroforetici

corrispondenti ad alleli, il laboratorio dovra stabilire ewtoentare i criteri di valutazione che
hanno condotto a ritenere conformi 0 meno i risultatitale sessione di estrazione di
campioni/reperti. La valutazione di conformita dovraeteoonto della possibilita che tale
ULVXOWDWR DQDOLWLFR SRVYVDGDXYWH N XOXKXIVHR YO & H O@LE
su tutti i campioni/reperti di quella sessione.
Controllo negativo di amplificazione
In ogni sessione di amplificazione deve essere prefmelpite allestito urdoppio campione di
controllo negativo di amplificazionecostituito dai reagenti utilizzati per amplificare istema
multiplex-PCR e da acqua a complementare il volumé.caapioni dovranno essere posizionati,
preferibilmenWH DOOYLQL]J]LR H DOOD ILQHQBHOGH FRVYVDRKQHWL
campioni/reperti biologici

1. 6H QHOOH GXH UHSOLFKH QRQ FRUWISDIORIIR $VH D@D
essere considerata da subito conforme a quanto atteso.
2. Se nelle due repliche compaiono picchi allelici supeailtei AT che si consolidano

(stesso allele presente nelle analisi di tipizzazidee due controlli negativi), si dovra
procedere ad una verifica della presenza degli alleli calaolnei tracciati riferiti a
campioni/reperti biologici della stessa sessione disihgalutando se tale risultato analitico
FRQWDPLQD]LRQH SRVVD DYHUWXGQPHVLWMRLIGADWHY D QW
tutti i campioni/reperti biologici di quella sessione.
3. Se nelle due repliche compaiono picchi allelici supegtai AT che perd non si
FRQVROLGDQR OYDOOHOH QRQ WQDRMWHUGD WQSHJWULBBI
negativi) si dovra procedere a una verifica del possitsiehid che tale risultato analitico
SRVVD DYHUH XQD VLJQLILFDWLYDO IWIF DERXQITER W B O YH
campioni/reperti biologici di quella sessione.

Per le ipotesi di cui al punto 2 e 3, al termine del @sso valutativo che dovra essere
documentato, il laboratorio si dovra esprimere sulla comfaro non conformita dei risultati
di tale sessione di analisi di campioni/reperti biolagici

1HO FDVR GL VHVVLRQL GL DPSBGLGUFBDIRQLRBGR QY HQSKHPHW R OLI
allestire un unico controllo negativo. In tal casonm@ovranno comparire segnali allelici superiori
alla AT in tale campione di controllo.
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2.4 Database di eliminazione

Una volta verificata la conformita dei risultati dditizazione dei controlli e la corretta separazione
elettroforetica delladder allelicq si dovra procedere a confrontare gli elettroferogrammi dei
campioni/reperti biologici con i profili genetici archiviat database di eliminazione (vedi Requisiti
minimi del laboratorio-1.2 Raccomandazioni generali) e comprofili genetici di tutti i
campioni/reperti biologici sottoposti ad accertamento laddoratorio in un arco temporale
sufficientemente lungo, in ragione del flusso di lavdrogni singolo laboratorio, per escludere una
cross-contaminazione tra campioni/reperti biologici pdleatemente sottoposti ad analisi.

3. Verifica della presenza di artefatti di amplificazione e di corsa elatforetica

(T FRPSLWR GHOOYDQDOLVWBEWWHRWIUHADLEH DAL DUINDHFIFDL\D Y
FRUVD H YHULILFDUQH OYfHYHOQWDI)DH LYILF & R\WE B WMWXHD OAPHLY
biologici.

Qui di seguito si riporta un elenco degli artefatti (peglossario si rimanda a: SWGDAM,
Interpretation Guidelines, 2017)

a. Stutter.

b. Spikes.

C. Pull-up.

d. Dye-blobs

e. Picco sdoppiato (split peak ovvero shoulder and tail peak).

4. Interpretazione dei risultati della tipizzazione genetica di campiaire reperti biologici

S3HU OfLQWHUSUHWD]LRQH GHQHWLNVKD\WD WD BSHEROQDL W LEH Y
procedere in ordine:
- ValutandoOH FDUDWWHULVWLFKH GHOOTfHOHWWURIHURJL
- Adottando procedure di interpretazione mirate.

419DOXWD]LRQH GHOOH FDUDWWHULVWLFKH GHOOTHOHWWUR

In accordo alla letteratura scientifica internaaien la procedura di interpretazione di un
elettroferogramma € una attivita basata sulla cosaldetS LQLR QH G HexpetdpmisrH UW R
che eventualmente coinvolga anche piu esperti, cioé puogesso valutativo e interpretativo che,

SXU ULVHQWHQGR GL XQD LQHOLPLQDPBLOGHYMKRNWMYHKULHVRDY
valutazione di dati analitici oggettivi e degli elementcostanziali del caso. | dati oggettivi che
GHYRQR HVVHUH YDOXWDWL GDOOYDQDOLVWD VRQR

- le caratteristiche qualitativepresenza/assenza degli alleli ad ogni locus rispettcAdllad
alla soglia bande stutter; presenza/assenza di piu daltkliead ogni locus; presenza/assenza di
bande artefattuali e di fenomeni stocastici;

- le caratteristiche quantitativealtezza dei segnali con riferimento afd, alla ST ed alla
soglia bande stutter; livello di bilanciamento dei segnallamieterozigoti Heterozygote balange
numero di alleli per locus di altezza pari o superiore Allae allaST, proporzione tra segnali
allelici quando il numero degli alleli ad un locus »2iXture ratio e/oMixture proportior).

/TDQDOLVWD egf ihdibatoyi Dalutativivpkeimpostati nel software dnggpizzazione,
ULFRUUHQGR FRPXQTXékpPrippikiéti DOOD SURSULD 3

/ID YDOXWD]LRQH GHOOH FDUDWIWE8HUYWWRKHUG & Q O/VHDELNVOW U |

A se il profilo genetico derivi dal contributo biologico di singolo soggettop(ofilo genetico
a singolo contributore)
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B se il profilo genetico derivi dal contributo biologiadi almeno due soggettipKofilo

genetico mistd. Il numero di soggetti che pud aver contribuito akmesi di una traccia viene
valutato principalmente tramite fumero massimo di alleli per locysnassima conta allelica,
Maximum Allele Count, MAC anche se altri metodi possono essere utilizzati idke della
letteratura scientifica;

C se il profilo genetico si trovi in condizioni di complessita

Per essere considerato un profilo genetico in condizampéesse, deve ricorrere almeno una delle
seguenti caratteristiche:

- alleli di altezza inferiore all8Ta uno o piu loci tipizzati;

- un numero di alleli per locus maggiore di quattro a unaidogi tipizzati;

- profili genetici parziali (recanti un numero di loci ceitamente tipizzati inferiori a quanto
previsto dal pannello di multiplex-PCR), in accordo aflecomandazioni ISFG del 2012.

Ilgrado dicRPSOHVVLW] FUHVFH DOOYDXPHRWIOUBREFNY B XPHORH G
si manifestano i fenomeni sopra descritti.

Occorre adottare in queste situazioni procedure di consolitanper la verifica della ripetibilita

dei dati con replicheGL WLSL]]DJLRQH /YHVHFX]LRQHL @D OFHU HUIYHSEG
OYDPSOLILFD]LRQH FR@ORLOZINW steRd0 €3tratted XIIAWA.ISaDteendo costanti le
condizioni di amplificazione (quantita di DNA stampo emnauo di cicli) ed il sistema di multiplex-

PCR utilizzato. E tuttavia ammesso anche variare le ziomii modificando uno o pit parametri

guali la quantita di DNA e/o il numero di cicli di PCR edtilizzando un diverso sistema di
multiplex-PCR che consenta di aggiungere informazidnipr@filo della traccia purché tali
variazioni siano state preventivamente validate. Anghejuesto caso, € tuttavia necessario
effettuare repliche di tipizzazione nelle nuove condizébh@mplificazione.

(T FRPXQTXH VHPSUH QHFHYV WD mltiplexdiRCRCOULIZ2216 [péf Ha sigole LV W |
genotipizzazione e le quantita di DNA utilizzate per le Erogzioni.

| profili genetici ottenuti nelle diverse repliche di ampglifzione possono essere utilizzati per
FRVWUXLUH XQ ScorRéns@8R QHQHMXIDFIRH3:VRQR ULSRUWDWHQOL |
PDJJLRU QXPHUR GHOOH UHSOLBBWH H RP B p8ditiD ] ORQHT KR Q)
vengono registrati tutti gli alleli ottenuti nelle differeatnplificazion.

D se il profilo genetico risulti idoneo oppure inidoneo a comparazioni

/ID VLWXD]LRQH LQ FXL OfHOHWWXRI HWRIHOHP FRD VRO SWRHFYKH
della AT rappresenta un caso incontrovertibile per dichiai@rg L O L GIBI Qrbfilovggnetico alla
comparazione

2JQL GLITHUHQWH VLW XD]LR @kpel Qpixidr; YDO@E W R &/DO\LMH RGLG RQU
dovranno essere documentate.

In generale:

1. profili genetici a singolo contributore in cui risultano tipizzati in maniera affidabile
(consolidati) almeno 10 loci, anche in condizioni di commgita, sono da ritenersi idonai
comparazioni ;
2. profili genetici a singolo contributore in cui risultano tipizzati in maniera affidabile
(consolidati) meno di 10 loci. In questi casi i profilinsoda ritenersi_potenzialmente idoreei
comparazioni;
3. profili genetici a piu contributori in cui risultano tipizzati in maniera affidabile (coridati)
almeno 10 loci, anche se in condizioni di complesg¢dacen un numero elevato di alleli per locus,
sono da ritenersi potenzialmente idonei a comparazioni;
4. profili genetici a piu contributori in cui risultano tipizzati in maniera affidabile (coridati)
meno di 10 loci, soprattutto se in condizioni di comptéssio con un elevato numero di alleli per
locus, € sconsigliata la comparazione e, comunque,edsege valutata con estrema cautela.
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Nei casi3 e 4 TXDORUD OfDQDOLYVWeRpervdépiRiBQ GIRVE B RUGRRS OIHD SU |
interne del laboratorio, valuti come idonei o non idometomparazioni profili genetici con tali
caratteristiche, dovra comunque motivare e documentaientdicamente i criteri adottati a
fondamento della propria valutazione.

4.2. Procedura di interpretazione dei risultati e di comparazione derofili genetici

4.2.1. Procedura di interpretazione di profili genetici da campiondi riferimento e da tracce
biologiche a singolo contributore

Profili genetici a singolo contributore (vedi paragrafo 4.1)

- /YDQDOLVL GL W lca8nmgdipbe] hilaQiebdévie forare un profilo genetico a singolo
contributore. In caso contrario si dovra procedere aultariore prelievo dal soggetto di
confronto. Infatti, eccezionalmente, sono possibili genatgrivanti da singolo contributore
caratterizzati da tre alleli ad un singolo locus, genenatendovuti ad anomalie genetiche quali
trisomie, duplicazioni cromosomiche segmentali o mutazgomatiche e casi (es. trapianto di
midollo) in cui il tampone buccale puo esibire un profilo mish tali casi il laboratorio dovra
acquisire adeguata documentazione.

- /TDQDOLVL GL WL $p¢itd Hidbgde faenisceX @n profilo genetico a singolo
contributore quando, dalla disamina del profilo, si osservanmmo due alleli per ogni locus,
VDOYR OTHFFH]LRQH GL DiQURAECEOIRIVIHEHWH FRHGYRBUB]LR Q
consolidare il profilo replicando la tipizzazione hacse la prima amplificazione non ha
evidenziato un profilo in condizioni di complessitaAf DQDOLVL GL WLSL]]D]JLRQF
biologico puo fornire un profilo genetico a singolo conttdye in condizioni di complessita.
/ITLQWHUSUHWD]LRQH GL WDOLRRAGRIWOMD JHUIDHWIQRG RGRF W |
SURSRVWH GDOOY,6)*

4.2.2. Procedura di comparazione di profili genetici a singolo contribut@r

8QD YROWD RWWHQXWR LO SURILGDOIOGEYDLORVIWAIO K B NUQR

piu reperti, vi € la necessita di confrontare il rigiolteon un campione biologico di riferimento.

In generale, dalla comparazione dei profili genetici si pdibide se:

a. OTLQGLYLGXR FRQRVFLXWR q HREGX HR FERPWHLERWVLELOH F

b. OfLQGLYLGXR FRQRVFLXWR QRQ SPRP H VS/RIUVHL BHMIFHD X\RRQ W
profilo genetico ottenuto dal reperto (inclusione);

c. irisultati della tipizzazione del DNA sono inconclusivi

a. Esclusione (discordanza, non match)Se tra il profilo genetico derivante dal reperto e quell
del campione di confronto sussistono differenze talinda poter essere ragionevolmente
giustificate né da fenomeni stocastici, né da fenomeniegradazione, né da eventi di
variazione ENPs o indejsdella sequenza nucleotidica, tale discordanza € biologitzm
FRHUHQWH FRQ OYLSRWHVL GL HWFRUYNLRKO OGHW UNRFFILHDW
singola discordanza in un profilo con almeno 10 loci &dacia e il campione di riferimento
sono stati analizzati con diversi kit commerciali, raccomanda di verificare i risultati
utilizzando lo stesso kit commerciale. Nel caso in lcpiafilo genetico del reperto si trovi in
FRQGL]JLRQL GL FRPSOHVVLWHYYHRRVRLLA B LIDWRO XHILR QHF B B |
probabilistica in termini di LR con modelli semicontinm e€ontinui.

b. Inclusione (concordanza, match).Tra il profilo genetico derivante dal reperto e il profilo
genetico del campione di confronto sussiste una piemgocdanza tra i genotipi. Tale
FRQFRUGDQ]D q ELRORJLFDPHQWHORNHR @Y VEH G RVQR DITHVE W P
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GHOOD WUDFFLDe ¢95Er® secOnpry suppitatasdd Yina valutazione probabilistica
termini di rapporto di verosimiglianza (LR) con modelli detce/o semicontinui e/o continui.

,O PDVVLPR GHOOYHYLGHQ]D LQ IDYRUB GGBORYL SRW/IBVRDGA.
di 10° (un milione), FXL ¢ DVVRFLDWR XQ 3VXSSRUWR GHOMYBEB R ¥
ULVSHWWR D TXHOOD GHOOD GLIMVDHPRHHOIWR BKH SORH
OfLSRWHVL GHOOYDFFXVD ULV SHWOMR AKX & XRRabedBadd OD G
ULIHULPHQWR GL /5 HLO UHODWLOR VWDEB LYFIDO\RRU M HIUE D B Y
GHO GRFXPHQWR SXEEOLFDWR GDOOY(1)6,

c. Inconclusivita. Tale risultato descrive la situazione in cui, dal comfvodel profilo genetico
del reperto con quello di un campione di confronto, nopoésibile trarre, a seguito di
YDOXWD]LRQH SUREDELOLVWLFD URQGILLKESELRRVIGRQHQH®B
FRPXQTXH VWDELOLUH XOWHUL®RILQ F Bueaixiate thaNBmoK W D | L
dettagliatamente tale decisione nel report finale.

4.2.3. Procedura di interpretazione di un profilo genetico misto deeperto biologico
Profili genetici misti (vedi paragrafo 4.1)

Un profilo misto si origina quando due o piu soggetti contrdmns, con propri fluidi biologici, a
produrre una traccia rilevata su un reperto.

Allo stesso modo dei profili a singolo contributore, i piofienetici misti possono risentire di
fenomeni degradativi e di fenomeni stocastici ma il gradooamplessita risulta pit accentuato
rispetto ai profili a singolo contributore perché i conttityenetici al profilo misto possono essere
LQWHUHVVDWL LQ PDQLHUD GDEHEHOHQW®B WD OLS HH/RP HRQ A
profilo genetico misto dovra essere condotta seguendad®mandazioni proposte dalf,6)* T XL

di seguito riassunte.

a. Profilo genetico misto con singolo contributore maggioritario

In una traccia mista in cui siano presenti piu di dledigder molti loci e, a volte, possibile
estrapolare un contributore maggioritario, quando uno alieiedi ciascun locus della traccia
VRQR LQ UDSSR UW RrigpattoagliViltdi JdlIBli dello stesso locus. In questi dasi

profilo maggioritario cosi estrapolato potra essere idersto come un profilo a singolo
contributore (vedi par 4.2.1) per il confronto con un cameidi riferimento e si potra
SURFHGHUH DO FDOFROR VWDW LWWRekBticted Dcd@hihRterallL R U L
approach’ E FRPXQTXH SRVVLELOH SURFSRGDH FD@OHFEKE RFRR)
PDJJLRULWDULR DSSURF brréstr@tBd@appraadeWv G WWER RYYBIUR 3

b. Profilo genetico misto in assenza di un contributore maggioritario e idfenomeni
stocastici.
Nel caso di profili misti senza un evidente contributosggioritario, € necessario procedere
alla stima del numero dei contributori. Se per tuttici ldi un profilo completo sono presenti
non piu di 4 alleli, si pud assumere che il numero deiritmrori non correlati sia almeno due.
Se il numero dei contributori € maggiore di due (piu dittyaalleli per piu loci) € opportuno

!4XHVWR UDSSRUWR q ULFKLDPDW®H IGL XHO b RLERVQWL BXOVD R H WV
tracce miste, all'art. 10 del DPR 7 aprile 2016, n°87 (Regolamersdatesdisposizioni di attuazione

della legge 30 giugno 2009, n. 85, concernente listituzione lofatiea dati nazionale del DNA e del
laboratorio centrale per la banca dati nazionale del CiN8ensi dell'articolo 16 della legge n. 85 del
2009).
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considerare nel calcolo statistico diversi sceredativamente al numero dei contributori noti e
non noti, possibilmente da concordare fra le parti. Leegpaontrapposte per le quali si calcola
LO YDORUH GHOOY/5 GHYRQR HWMRWH VEVNISQWMWRFDPRBOOQWR
traccia.

c. Profilo genetico misto in assenza di un contributore maggioritario e irpresenza di
fenomeni stocastici
Pone difficolta aggiuntive rispetto al profilo misto irsesza di effetti stocastici. Fondamentale
importanza assume il consolidamento nella verifica deflatibilita dei dati con repliche di
tipizzazione (vedi paragrafo 4.1). | genotipi potrannsess inferiti seguendo il metodo
Tonsensus H R T Xdinpd3ikisS3

4.2.4 Procedura di comparazione di un profilo genetico misto da rep@r biologico

Il confronto del profilo genetico misto, utile per congmoni, di un singolo reperto pud portare a
tre diverse conclusioni.

a. Esclusione (incompatibilitd). Se nel profilo genetico derivante dal reperto non si nisa0o

gli alleli del campione di confronto e il mancato rist@ non puo essere ragionevolmente
giustificato né da fenomeni stocastici né da fenomendetradazione né da eventi di
variazione della sequenza nucleotidica, tale incompitdibd biologicamente coerente con
OfLSRWHVL GL HVFOXVLRQH GHO WRHBDFHWI R LARAPIH F RXMAQX
genetico della traccia si trova in condizioni di coegsita € raccomandato verificare
OTHYHQWXDOH HVFOXVLRQH FRQ X@DNMDPXWMD]GERQH BRE
semicontinui e/o continui.

b. Inclusione (compatibilita). Se nel profilo genetico derivante dal reperto si risemmat gli alleli
SUHVHQWL QHO SURILOR JHQHWLPRHGHQWDOPFGHRRMHQ 5L W
alcuni alleli puo essere ragionevolmente giustificatdesi@meni stocastici e da fenomeni di
degradazione, tale compatibilita e biclorGPHQWH FRHUHQWH FRQ OYLSRW
VRIJHWWR FRPH FRQWULEXWR U H{ GHXARO-D WRJ WA NVIHR @W\UWR DI
deve essere segnalato nel report ed e obbligatorio suppdatatempatibilita con una
valutazione probabilistica in termini di LR con modelliréeontinui e/o continui e/o discreti.

c. Inconclusivita. Tale risultato descrive la situazione in cui, dal comfoodel profilo genetico
del reperto con quello di un campione di confronto, nopossibile trarre, a seguitoi d
valutazione probabilistica, un giudizio di inclusiolY YHUR GL HVFOXVLRQH /¢
FRPXQTXH VWDELOLUH XOWH WL RYL RR.QWHOUNXY GY.LWDH GHADD UL
dettagliatamente tale decisione nel report finale.

43 LavauWD]LRQH SUREDELOLVWLFD GHO SHVR GHWMINRYHGER!
profili genetici

/ID YDOXWD]LRQH VWDWLVWLFD GSHHUSEN R @GLHIHO FiBcisisisQ | D F©
0 GHOOTHVFOXVLRQH H ULFKIUdHaEthi GaraméBithedessar stHlugparé IO R U
calcolo statistico:

- le frequenze alleliche della popolazione di riferimentoLa popolazione di riferimento é
quellaincui & YLHQH LO IDWWR GL LQWHUHVVH) BKNXN G UJH DXt @ 1 H( D ¢
riferite alla popolazione della vittima/sospetto/personantdiresse se informazioni circostanziali

sulla provenienza etnica di tali soggetti sono disponibillatabase delle frequenze utilizzato in
ciascun caso particolare deve sempre essere chiaraimdingo.

Per la popolazione italiana, il GeFl, attraverso progettabotativi, ha reso disponibile il database

delle frequenze italiane per la maggior parte dei locisa ucompresi nei kit commerciali piu
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diffusi. Nel caso in cui la popolazione di interesgeiella italiana, l'uso del database del GeFl
non necessita quindi di apposita motivazione; l'uso dabdeste diversi dovra, invece, essere
esplicitato. Nel caso in cui la persona di intereggeadenga ad una popolazione ben defipita
diversa dalla popolazione italiana, si raccomanda l'usanddatabase di frequenze alleliche
specifico di quella popolazione, che sia pubblicato su rivigggette a peer-review.

- ,O SDUDPHWUR GHW \W\aRrajiéziorie dglle WeHuah2e alleliche fra popolazioni
locali da luogo al fenomeno cosiddetto della stratificaziorsgttostrutturazione, della popolazione
totale. Esso causa un aumento della frequenza di soggetzigoti in confronto a quella attesa
sulla base della legge di Hardy-Weinberg, ed € misurato da urcsjreyametro, che varia fra zero
(nessuna stratificazione) e 1 (valore in pratica nealizzato). Nel caso generale in cui la
popolazione di riferimento sia quella italiana, € racawaao I'uso nel calcolo statistico di valori di
FST paria 0 0 0,01 (1%); la scelta di valori maggiorirdoessere giustificata. Nel caso la persona
di interesse appartenga ad una popolazione ben defimiteeesa dalla popolazione italiana, in
mancanza di data base di frequenze alleliche specifgihpptranno usare frequenze alleliche
mediate su scala continentale o sub-continentalguésto caso tuttavia, € raccomandato l'uso nel
calcolo probabilistico di valori di FST pari a 0.03 (3%jofad un massimo dello 0.05 (5%), e la
scelta dovra essere esplicitata.

- Le probabilita di drop in e drop out. In campioni (reperti) con DNA degradato si puo
verificare la mancata amplificazione di alleli effettmente presenti sul reperto (drop out) o
OYDPSOLILFD]JLRQH GL DOOHOL QRQ SUHVHQWL GURS LQ
Le probabilita di tali eventi possono essere incluse alebto statistico, anche separatamente per
ciascun locus. Non e ragionevole considerare pitndidue eventi di drop in per singolo profilo,
ipotizzando una probabilita di drop in del 5%, a meno di pasticolari che devono essere
adeguatamente giustificati.

| valori di probabilita di drop out vanno determinati engaimente in base ai criteri definiti nel
metodo di prova e/o nelle procedure interne e/o a simulaziatématiche.

4.4 Metodi di calcolo: principali indici di valutazione probabilistica

1. Rapporto di verosimiglianza (Likelihood Ratio, LR). //5 g LO PHWRGR UDFFRP
OD YDOXWD]LRQH GHOO fétenses HQ pbcordaQ alld Hi&Qter&tuka- Beiettifica
internazionale, ai valori di LR calcolati vengons@sati predicati verbali che ne esprimono il
significato in termini discorsivi, attraverso modulazi@empre piu stringenti della significativita

del supRrUWR FKH L GDWL RIIURQR DOOHVYBRWMHWLIGIKHQPH D W\
presente nel documento ENFSI.

(1 SRVVLELOH LQ DJJLX@QiNxzareDi@rirDapfFdR @ sRatistiei Guall / 5

2. La probabilita combinata di esclusione(Combined Probability of Exclusion, CPE) o di
inclusione (Combined Probability of Inclusion, CPI) oalaolo del Random Man Not Excluded,
RMNE [10,11]. Tali approcci forniscono una stima della frazidnena popolazione di riferimento
che non puo essere esclusa come contributore della anjgtnetica.

3. La Probabilita di condivisione casuale (Random Match Probability, RMP).Tale calcolo
puo essere impiegato sia su profili genetici a singolo drtiie che su profili genetici misti in cui
sia possibile individuare chiaramente un contributore ris@efiialtri (la RMP si calcola sul profilo
genetico a singolo contributore individuato).

4.5 Software di calcolo

/19,6)* PHWWH D GLVSRVL]LRQH $SRHWHQNHD QR ONX'D UGIL 3 R S/HDQV M
IULHQGO\" KWWS Z7Z7ZZ LVIJ RUJ 6RVWEZOGHW W LUDH PX ERQUMRUQ B
OH SUREDELOLWj) GL GURS LQ H GYJURGORXW) WHLEQ D PLHR@W 1@ HY D/
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modelli semicontinui & pertanto raccomandata ed € applicabidbe ai casi che non presentano
fenomeni stocastici.

(T FRQVHQWLWR DQFKH OfLPSLHIJRLGARSUBGUHMNAPIL ERQYW WQ X\L>
FDOFROR DQFKH OYDOWH]]D RJIJQIDHHBWWIL G HPREpICEHR YWD GR
stutter, previa loro validazione attraverso studi collabarnaternazionali.
,QGLSHQGHQWHPHQWH GDO SURJUDWPHUG LHPHUERIOR XQW DOL]L
LO SHUFRUVR ORJLFR VHJIJXLWR GURB §BM@m Aoy & &ccedtébile UD J .
presentare esclusivamente il risultato finale ottenuto dsofiware senza una adeguata discussione

delle scelte operate.

Nel caso di valutazione di tracce per le quali sontestandotte repliche di amplificazione
(consolidamento) a motivo della presenza di fenomewastici, si raccomanda di valutare tutte le
repliche e di includere nel calcolo statistico etfatb dal software tutte le ripetizioni
contestualmente ovvero il profilonsensus quellocompositugicavato dalle repliche stesse.

Una conclusione di compatibilita non suffragata da un calcolo statistico no@ utilizzabile ai
ILQL GHOOYLGHQWLILFD]JLRQH GL XQ VRJIJHWWR GL LQWHUHV'

Il laboratorio deve comunque documentare le proprie procediaretative dei profili genetici
misti.
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VALUTAZIONE E INTERPRETAZIONE DEL PROFILO
GENETICO, COMPARAZIONE E ANALISI PROBABILISTICA
DEL PESO DELL'EVIDENZA

Profilo genetico
singolo

Profilo genetico
misto

N° di alleli per locus?

Altezza alleli?
N° alleli perlocus?

Altezza alleli?

® <ST ad uno o piu loci
® > 4alleli/locus ad uno o piu loci ® >STatuttiiloci
© > STad alcuni loci e < AT per altri ® < 4alleli/locus a tutti i loci

® < ST ad uno o piu loci
® > ST ad alcuni loci e < AT per altri
loci (profili genetici parziali)

® > STatuttiiloci

loci (profili genetici parziali
/ Pid
7 -
/ e
) L. // . e
Profilo genetico in Y in e
condizioni complesse / e
7 7
! ’ I .
7
// _ s
to / to
N N
Alleli consolidati Alleli consolidati Alleli consolidati Alleli consolidati
nelle repliche nelle repliche nelle repliche per nelle repliche per
per<10loci? per>10loci* <10loci* >10loci !
A4 A 4 A4 A4
Profilo potenzialmente Profilo la cui idoneita a Profilo potenzialmente
idoneo a comparazioni comparazioni deve essere idoneo a comparazioni -
. L a 0 " o Profiloidoneo a
("expert opinion"/ ) — valutata con cautela ("expert ("expert opinion"/ comparazioni
procedure interne ! opinion"/procedure interne procedure interne P
laboratorio) laboratorio) laboratorio)
I I T
[ L |

Profilo
maggioritario (= 3:1)
per = 101loci ?

Deconvoluzione profilo
maggioritario ?

Comparazione:
® concordanza allelica
e discordanza allelica

. to)

Profili di confrc

Comparazione:
® compatibilita allelica SI NO
® incompatibilita allelica

)

Analisi probabilistica (obbl

caso di compatibilita, raccomandata
nel caso di incompatibilita se in
presenza di profili genetici complessi):
. to)

. to)

Nessuna analisi
probabilistica,
oppure analisi
probabilistica con
CPI (RMNE) o CPE

R —

REFERTO
Profilo genetico idoneo a comparazioni e valutazione
probabilistica del peso dell'evidenza (se prevista)

—_—— > >nale
AT = analytical threshold (soglia analitica)

ST = stochastic threshold (soglia stocastica)




