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Streszczenie
Dostępna literatura na temat śladów charakteryzujących się suboptymalną ilością DNA oraz praktyka badawcza eksper-
tów wskazują na złożoność problematyki dotyczącej badania śladów LT-DNA (low template DNA), począwszy od ich 
ujawniania, poprzez zabezpieczanie, analizę genetyczną, po interpretację wyników końcowych. Celem publikacji jest 
uporządkowanie dotychczasowej wiedzy na temat postępowania ze śladami typu LT-DNA oraz opracowanie wytycz-
nych dotyczących ich badania rekomendowanych przez Polskojęzyczną Grupę Roboczą Międzynarodowego Towarzy-
stwa Genetyki Sądowej (PL-ISFG), które powinny być stosowane we wszystkich polskich laboratoriach wykonujących 
ekspertyzy z zakresu genetyki dla potrzeb wymiaru sprawiedliwości.

Słowa 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-
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Wstęp

Po wprowadzeniu do badań identyfikacyjnych 
multipleksowych systemów nowej generacji, pozwa-
lających na jednoczesną amplifikację wielu marke-
rów mikrosatelitarnych STR (short tandem repeat), 
charakteryzujących się znaczną czułością i odporno-
ścią na inhibicję, wyzwaniem dla genetyków sądo-
wych nie jest już możliwość wygenerowania profili 
DNA ze śladów biologicznych, ale właściwa, zgodna 
z  obowiązującymi wytycznymi interpretacja wyni-
ków profilowania genetycznego. Konsekwencją ulep-
szania zestawów przeznaczonych do analizy marke-
rów mikrosatelitarnych jest otrzymywanie w  wielu 
przypadkach profili genetycznych, których jakość 
sprawia trudności interpretacyjne [1]. Problem ten 
dotyczy szczególnie śladów typu LT-DNA (low tem-
plate DNA). Charakteryzują się one niską ilością/
jakością matrycy DNA, co powoduje, że narażone 
są w  dużym stopniu na wystąpienie podczas reak-
cji PCR efektów stochastycznych, które negatywnie 
wpływają na jakość otrzymywanych wyników badań 
genetycznych [1–4]. Duża liczba publikacji poświę-
conych tematyce badania śladów LT-DNA wskazuje 
na złożoność tego zagadnienia. International Society 
for Forensic Genetics zaleca szczególnie ostrożne ra-
portowanie wyników analizy śladów zawierających 
niską ilość/jakość matrycowego DNA, przy zacho-
waniu odpowiednich procedur postępowania [5, 6]. 
W  polemicznych artykułach dotyczących kwestii 
analizy śladów typu LT-DNA omawiane są liczne 
problemy związane z  badaniem tego typu próbek 
i sugerowane są rozwiązania pozwalające na zmini-
malizowanie ewentualnych nieprawidłowości w  in-
terpretacji otrzymywanych wyników badań [7, 8].

Celem publikacji jest szczegółowy przegląd fa-
chowej literatury, uporządkowanie dotychczasowej 
wiedzy i  opracowanie ogólnych zaleceń Polskoję-

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. 
As a 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 

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, ISFG-PL guidelines.
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zycznej Grupy Roboczej Międzynarodowego Towa-
rzystwa Genetyki Sądowej (ISFG-PL) dla polskich 
laboratoriów genetyczno-sądowych w  kwestii ana-
lizy próbek biologicznych o  suboptymalnej ilości 
matrycy DNA, tj. śladów typu LT-DNA.

Terminologia LT-DNA

Optymalna ilość matrycy DNA, która jest zaleca-
na przez producentów zestawów używanych do iden-
tyfikacji genetycznej, mieści się w zakresie od 0,5 do  
2 ng [8, 9]. Jednak w praktyce stosunkowo często w eks-
traktach DNA uzyskiwanych ze śladów biologicznych 
odnotowuje się niskie wartości stężeń DNA, zjawiska 
degradacji, inhibicji, co wpływa na brak możliwości 
uzyskania optymalnych ilości matrycowego DNA. 
W konsekwencji może to prowadzić do uzyskiwania 
niekompletnych profili DNA, a w skrajnych przypad-
kach do braku możliwości ich oznaczenia. Problem ten 
został rozpoznany przez genetyków sądowych wiele lat 
temu i był szeroko dyskutowany zarówno w środowi-
sku ekspertów wykonujących badania identyfikacyjne, 
jak i statystyków zajmujących się interpretacją danych 
genetycznych. Prawie 20 lat temu do określenia śladów 
zawierających poniżej 100 pg DNA użyto pojęcia LCN 
(low copy number) [10]. Termin ten został w później-
szym czasie zdefiniowany w  kontekście analizy wy-
ników uzyskiwanych poniżej progu stochastycznego 
wyznaczonego dla próbek o optymalnej ilości matrycy. 
Koncepcja analizy śladów LCN opierała się na wyko-
rzystaniu niestandardowych technik analizy DNA, 
których celem było zwiększenie czułości detekcji pró-
bek o suboptymalnej ilości matrycowego DNA. Pier-
wotnie metoda profilowania śladów LCN polegała na 
zwiększeniu liczby cykli reakcji PCR, później wprowa-
dzano szereg innych modyfikacji poprawiających czu-
łość analizy markerów genetycznych typu STR. 

Obecnie na określenie śladów zawierających ni-
ską ilość matrycowego DNA używa się terminu LT-
-DNA (low template DNA). W tego rodzaju próbkach 
zwiększone jest ryzyko wystąpienia efektów stocha-
stycznych i  uzyskanie niekompletnych profili gene-
tycznych w  porównaniu ze standardowymi śladami  
[11, 12]. Niektórzy badacze uważają, że ślady zawie-
rające poniżej 200 pg DNA należy traktować jako 
LT-DNA [7, 13, 14]. Inni, omawiając zagadnienia 
dotyczące tej problematyki, wskazują wartość stęże-
nia poniżej 100 pg [12, 15, 16]. Przeciwnicy takiego 
podejścia twierdzą jednak, że niecelowe i sztuczne jest 

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 śladów o optymalnej ilości 
materiału genetycznego, gdyż nie istnieje konkretna 
wartość punktu odcięcia, którą można by zdefinio-
wać na poziomie ilościowym. Zwracają uwagę, że 
w  niektórych przypadkach możliwe jest otrzymanie 
pełnych profili genetycznych z próbek LT-DNA przy 
zastosowaniu metod konwencjonalnych [4, 11, 17]. 
W toku prowadzonych dyskusji naukowych uznano, 
że najlepszym źródłem informacji o ilości matrycy 
DNA w badanej próbce jest wynik rozdziału elektro-
foretycznego, czyli analiza otrzymanego profilu gene-
tycznego. Zatem zaklasyfikowanie próbki do kategorii 
LT-DNA powinno uwzględniać zarówno dane ilo-
ściowe (wynik pomiaru stężenia DNA), jak i jakościo-
we, czyli szczegółową analizę elektroforegramów [11]. 

Należy wyraźnie rozróżnić pojęcia LT-DNA i LCN-
-DNA. Termin LT-DNA powinien być zachowany dla 
określenia próbek o niskiej ilości matrycowego DNA, 
które są w większym stopniu narażone na niekorzystne 
efekty stochastyczne niż próbki zawierające optymal-
ną ilość materiału genetycznego. Natomiast pojęcia 
LCN należy obecnie używać w  celu określenia mo-
dyfikacji warunków metod stosowanych zarówno na 
poziomie reakcji PCR, jak i post-PCR, które powodują 
zwiększenie czułości analizy, a tym samym dają szansę 
uzyskania pozytywnych wyników analizy genetycznej 
w próbkach typu LT-DNA [11, 12, 15, 16, 18]. 

Rodzaje śladów LT-DNA

Suboptymalna ilość matrycy DNA w śladach biolo-
gicznych może wynikać z wpływu różnych czynników 
negatywnie oddziałujących na prawidłowy przebieg re-
akcji PCR, powodując uzyskanie niepełnych profili ge-
netycznych, wyników niekwalifikujących się do dalszej 
analizy, a  w  skrajnych przypadkach brak oznaczenia 
profili genetycznych. Powszechnym typem śladów LT-
-DNA są próbki zabezpieczane ze śladów biologicznych 
zawierających niskie stężenia materiału genetycznego, 
co nie zapewnia optymalnej ilości matrycowego DNA 
podczas reakcji PCR. Innym czynnikiem utrudniają-
cym analizę markerów STR jest zjawisko degradacji ma-
teriału genetycznego. Długotrwała ekspozycja śladów 
biologicznych w niekorzystnych warunkach środowi-
skowych (silne nasłonecznienie, wilgotność) może pro-
wadzić do niepożądanych efektów w postaci uszkodze-
nia struktury DNA i zmniejszenia ilości nadającego się 
do amplifikacji matrycowego DNA. W wyniku degra-
dacji materiału genetycznego w otrzymywanych profi-
lach genetycznych w pierwszej kolejności obserwuje się 

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-PCR levels 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 markerów genetycznych 
o większych długościach fragmentów DNA [19]. Zja-
wisko inhibicji może też być przyczyną ograniczenia 
efektywności reakcji PCR i niekorzystnie wpływać na 
jej przebieg, prowadząc do powstania niekompletnych 
profili DNA mimo optymalnego stężenia DNA w prób-
ce. Inhibitory reakcji amplifikacji mogą występować we 
krwi, tkankach, próbkach ziemi, tekstyliach. Wchodzą 
one w interakcje bezpośrednio z DNA lub polimerazą 
DNA, blokując jej aktywność [20]. Wystąpienie zja-
wisk degradacji i  inhibicji w  próbkach biologicznych 
można stwierdzić już na etapie pomiaru stężenia ma-
teriału genetycznego, stosując w  tych badaniach ze-
stawy odczynników wykorzystujące metodę qRT-PCR  
(quan titative real time PCR). Wskaźniki degradacji  
i inhibicji są także stosowane w zestawach nowej gene-
racji służących do oznaczeń markerów typu STR [21].

Obecnie, dzięki powszechnemu wykorzystywaniu 
w laboratoriach genetyczno-sądowych zestawów STR, 
cechujących się zwiększoną czułością badania i znaczną 
odpornością na inhibitory, obserwuje się istotny wzrost 
efektywności profilowania próbek typu LT-DNA. Doty-
czy to szczególnie śladów kontaktowych (dotykowych). 
Są one pozostawiane na powierzchniach dowodów na 
skutek kontaktu osoby z danym przedmiotem. W przy-
padku tego typu śladów bardzo trudno jest określić 
rodzaj tkanki czy komórek stanowiących ich źródło, 
jak również mechanizm ich naniesienia. Dlatego przy 
raportowaniu wyników badań śladów kontaktowych 
należy zamieszczać w opiniach informacje na temat ich 
specyfiki i związanych z tym ograniczeń w interpretacji 
wyników [7, 11, 14]. Biegły wykonujący badania gene-
tyczne powinien na zlecenie sądu przedstawić informa-
cje o możliwych, najbardziej prawdopodobnych sposo-
bach transferu śladów dotykowych w celu ułatwienia 
oceny przypadku podczas procesu sądowego [5, 11].

Najbardziej powszechnym mechanizmem nanie-
sienia na dowody rzeczowe materiału genetycznego 
jest transfer pierwotny (primary transfer), czyli kon-
takt obiektu z  bezpośrednim źródłem śladu. Bada-
jąc próbki LT-DNA, należy jednak brać pod uwagę 
możliwość wystąpienia zjawiska transferu wtórnego 
(secondary transfer). Polega ono na przeniesieniu na 
obiekt za pośrednictwem wektora (osoby, przedmio-
tu) materiału genetycznego osób, które bezpośrednio 
nie miały kontaktu z  tym obiektem. W  literaturze 
wspomina się również o transferze trzeciorzędowym 
(tertiary transfer), w przypadku którego obserwuje się 
obecność dwóch wektorów pośredniczących w prze-

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 materiału genetycznego na obiekty [11, 16, 
22]. Część naukowców zauważyła, że niektórzy ludzie 
mają większe predyspozycje do pozostawiania swoje-
go materiału genetycznego na podłożach (good DNA 
shedder) [23]. Sprawa ta nie jest jednak jednoznacz-
na, gdyż jak wykazano, istnieje szereg czynników 
zarówno biologicznych, jak i związanych z przyzwy-
czajeniami poszczególnych osób, które mogą wpły-
wać na transfer pierwotny DNA, co sprawia, że nie 
jest możliwa prosta kategoryzacja osób jako lepiej lub 
gorzej rozsiewających swój DNA [24, 25].

Artefakty reakcji PCR związane 
z analizą śladów typu LT-DNA

Analiza śladów LT-DNA jest zazwyczaj proble-
matyczna, ponieważ wiąże się z  otrzymywaniem 
profili DNA o  niskiej jakości i  brakiem powtarzal-
ności badań [7, 12, 26]. Próbki o niewystarczającej 
ilości matrycowego DNA są narażone na zwiększone 
ryzyko efektów stochastycznych reakcji PCR w po-
równaniu z próbkami o  optymalnej ilości matrycy. 
Zazwyczaj prowadzi to do powstawania szeregu arte-
faktów reakcji amplifikacji, które utrudniają inter-
pretację wyników analizy próbek LT-DNA [4, 7–9].

Nierównowaga ilościowa alleli 
w układzie heterozygotycznym 
(imbalans heterozygotyczny)

Nierównowaga ilościowa alleli heterozygoty (hete-
rozygote imbalance lub reduced heterozygote balance) 
to częste i  niepożądane zjawisko towarzyszące śla-
dom LT-DNA. Wywołane jest preferencyjną amplifi-
kacją jednego z pary alleli heterozygoty, prowadzącą 
do otrzymania dysproporcji sygnałów pochodzących 
od alleli heterozygoty, które w wyniku tego różnią się 
między sobą polem powierzchni/wysokością. Przyj-
muje się, że wartość powierzchni/wysokości sygnału 
pochodzącego od niższego allela w  próbce o  opty-
malnej ilości/jakości DNA powinna przekraczać 60% 
powierzchni/wysokości allela wyższego w  danym 
locus [27]. Dla śladów LT-DNA, narażonych na silne 
efekty stochastyczne, proporcje wysokości alleli hete-
rozygoty są znacznie zaburzone i sygnał pochodzący 
od niższego allela często stanowi poniżej 60% sygnału 
wyższego allela. Ekstremalnym przypadkiem nierów-
nowagi jest zjawisko typu drop-out, czyli brak detek-
cji allela siostrzanego w układzie 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 związku z tym błędna identyfikacja heterozygoty 
jako homozygoty [5, 28, 29]. Oszacowanie proporcji 
sygnału dla alleli heterozygoty jest niezwykle istotne 
przy interpretacji mieszanin DNA [27].

Wypadanie alleli (zjawisko drop-out)

Brak oznaczenia zarówno jednego z  alleli hete-
rozygoty (allele drop-out) w  wyniku preferencyjnej 
amplifikacji, jak i brak amplifikacji całego locus (locus 
drop-out) jest powszechnym zjawiskiem obserwowa-
nym w badaniach śladów typu LT-DNA [7, 12, 14]. 
Prawidłowe rozpoznanie prawdopodobieństwa wy-
stąpienia tego efektu ma istotne znaczenie w  inter-
pretacji wyników analizy genetycznej. Przeoczenie 
przez eksperta możliwości wystąpienia tego zjawiska 
może prowadzić do fałszywego wykluczenia poprzez 
uwzględnienie w  raporcie badań pseudohomozygo-
tycznych genotypów. Z  drugiej strony może wiązać 
się ze zwiększonym ryzykiem generowania fałszy-
wych heterozygot w  mieszaninach z  pseudohomo-
zygotycznymi loci [29]. Parametrem pomocnym 
w  interpretacji zjawiska wypadania alleli jest próg 
stochastyczny – ST (stochastic threshold), zwany ina-
czej progiem detekcji homozygot (homozygote thre-
shold) lub progiem utraty alleli (drop-out threshold). 
Wyznacza on granicę wysokości sygnału wyrażone-
go poprzez RFU (relative fluorescence units), poniżej 
której istnieje możliwość utraty allela [5, 7, 29, 30]. 
Wartość progu stochastycznego ustala się empirycz-
nie w  trakcie wewnętrznych badań walidacyjnych 
i  jest ona związana z  indywidualnymi parametrami 
danego systemu detekcji. Próg stochastyczny musi 
być wyznaczony niezależnie dla każdego zestawu 
STR stosowanego w laboratorium do badań identy-
fikacyjnych [30]. Zakłada się, że powyżej tego progu 
zjawisko drop-out jest bardzo mało prawdopodobne. 
W związku z tym uznaje się, że pojedynczy sygnał al-
lela o wysokości przekraczającej wartość ST wskazuje 
na wystąpienie w badanym locus homozygoty [29]. 
Użyteczność progu stochastycznego jest ograniczona 
w przypadku ujawnienia w śladach obecności miesza-
nin, zwłaszcza z udziałem więcej niż dwóch osób [1]. 
Zjawisko drop-out występuje z  większą częstością 
w obrębie dłuższych sekwencji mikrosatelitarnych, co 
może wynikać z preferencyjnej amplifikacji krótszych 
fragmentów DNA, większego prawdopodobieństwa 
degradacji materiału genetycznego w  obrębie dłuż-
szych amplikonów, jak również ze zróżnicowania wy-

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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dajności reakcji amplifikacji poszczególnych marke-
rów STR [12, 31]. Prawdopodobieństwo utraty alleli 
zależy również od ilości matrycowego DNA. Im niż-
sza wysokość sygnału oznaczonego allela, tym wyższe 
prawdopodobieństwo efektu drop-out [5]. Zaobser-
wowano, że w przypadku wystąpienia w oznaczonym 
profilu genetycznym nasilonego efektu locus drop-
-out, zwiększa się prawdopodobieństwo utraty allela 
siostrzanego heterozygoty w pozostałych loci [26].

Pozorna kontaminacja  
(piki typu drop-in)

Wzrost czułości stosowanych obecnie zestawów 
multipleksowych pozwala na skuteczniejsze profilo-
wanie śladów LT-DNA, ale może wiązać się również 
ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia tzw. pozor-
nej kontaminacji (spurious contamination) na etapie 
przedlaboratoryjnym lub laboratoryjnym [6, 10, 12]. 
W  takich sytuacjach obserwuje się zjawisko ampli-
fikacji przypadkowego allela (allelic drop-in). Pole-
ga ono na ujawnieniu w profilu DNA pojedynczych, 
dodatkowych alleli, które nie pochodzą z  badanej 
próbki [5, 6, 11, 12]. Nawet nieznaczna domieszka 
materiału genetycznego (np. obecność pojedynczych 
komórek, fragmentów chromosomów, produktów 
PCR) może doprowadzić do pojawienia się dodatko-
wych alleli w  oznaczanych markerach genetycznych, 
szczególnie w sytuacji zastosowania metody z panelu 
technik LCN (np. wprowadzenie zwiększonej liczby 
cykli reakcji amplifikacji, zwiększenie czasu iniek-
cji podczas rozdziału elektroforetycznego). Sugeruje 
się, że w pewnych sytuacjach sygnały pochodzące od 
niektórych pików typu drop-in, które pokrywają się 
z  sygnałami pików stutter, nie są efektem pozornej 
kontaminacji, lecz artefaktami powstałymi na skutek 
błędnego działania polimerazy podczas reakcji am-
plifikacji. Takie zjawisko jest charakterystyczne dla 
śladów typu LT-DNA [32]. Zjawisko drop-in może być 
także wywołane zanieczyszczeniem odczynników che-
micznych lub drobnego sprzętu laboratoryjnego [5]. 
Należy odróżnić zjawisko drop-in od typowej konta-
minacji, określanej w  literaturze anglojęzycznej jako 
gross contamination [11, 18]. Efekt drop-in dotyczy 
pojawiania się pojedynczych alleli z  różnych, nie-
zależnych źródeł, natomiast typowa kontaminacja 
występuje w  sytuacji, kiedy w  profilu genetycznym 
próbki obserwuje się większą liczbę dodatkowych al-
leli pochodzących z pojedynczego, nieznanego źródła, 

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 próbki [5, 11]. W obecnie stosowa-
nych systemach multipleksowych nowej generacji ob-
serwuje się zwiększenie ilości oznaczeń alleli wynikają-
cych ze zjawiska drop-in [33]. Nie istnieje wiarygodna 
metoda pozwalająca na jednoznaczne potwierdzenie 
obecności w  śladzie zjawiska drop-in. W  celu moni-
torowania jego występowania zaleca się obligatoryjne 
analizowanie na różnych etapach badań kontroli nega-
tywnych na tych samych poziomach detekcji co bada-
ne próbki [5, 9]. Należy jednak zaznaczyć, że zjawisko  
drop-in, z  uwagi na jego stochastyczny charakter, 
może się pojawiać również wtedy, kiedy wyniki ana-
lizy kontroli negatywnej nie wskazują na obecność 
dodatkowych alleli [5, 10]. W celu potwierdzenia bądź 
wykluczenia możliwości wystąpienia pozornej konta-
minacji zaleca się przeprowadzenie powtórnej amplifi-
kacji analizowanych śladów [33]. Ze względu na loso-
wy charakter zjawiska drop-in dodatkowe allele nie są 
z reguły oznaczane w kolejnych reakcjach amplifikacji 
tej samej próbki [12].

Podwyższony poziom pików typu stutter

Piki typu stutter stanowią artefakty reakcji PCR, 
które powstają na jej wczesnym etapie w wyniku tzw. 
poślizgu enzymu – polimerazy [34]. Są one z reguły 
krótsze lub rzadziej dłuższe o jedną jednostkę repe-
tytywną w stosunku do sygnałów rzeczywistych alle-
li, sprawiając wrażenie występowania dodatkowych 
alleli (pseudoalleli) o  słabszym sygnale w oznaczo-
nym profilu DNA [6, 10, 35]. Na powstawanie tego 
rodzaju artefaktów ma wpływ wiele czynników. 
Wykazano, że siła sygnału w określonych pozycjach 
stutter jest zróżnicowana dla poszczególnych mar-
kerów [12, 34]. Obserwuje się również, że wysokość  
pików stutter zależy od liczby jednostek powtarzal-
nych w  obrębie markera (długości allela), sekwen-
cji oraz struktury jednostki powtarzalnej. Zjawi-
sko „poślizgu” polimerazy zachodzi preferencyjnie 
w  obrębie dłuższych alleli danego locus, natomiast 
w markerach genetycznych, w których jednostka re-
petytywna charakteryzuje się niejednorodną budo-
wą, większą liczbą nukleotydów, a także zmniejszoną 
zawartością zasad AT, odnotowuje się tendencję do 
obniżenia sygnału pików w  pozycji stutter [34, 36, 
37]. Zauważono, że zmniejszenie prawdopodobień-
stwa wystąpienia błędu polimerazy i w konsekwencji 
obniżenie wysokości artefaktów typu stutter można 

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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wywołać, obniżając temperaturę przyłączania star-
terów do nici matrycy DNA, a także obniżając tem-
peraturę, podczas której zachodzi wydłużanie nici 
DNA w procesie amplifikacji [34].

Laboratoria genetyczno-sądowe przed wprowa-
dzeniem do rutynowych badań zestawów multiplek-
sowych są zobowiązane do wykonywania badań wa-
lidacyjnych w celu ustalenia progów wysokości pików 
typu stutter dla identyfikowanych markerów gene-
tycznych. Przyjmuje się, że jeśli siła sygnału w pozycji 
stutter przekroczy progi oszacowane w wewnętrznych 
badaniach walidacyjnych, wówczas należy go uznać za 
prawdziwy allel. Ta zależność dotyczy jednak próbek 
o dobrej jakości i ilości materiału genetycznego. W śla-
dach typu LT-DNA oraz w śladach będących miesza-
ninami materiału genetycznego wyznaczone progi 
pików typu stutter nie zawsze pozwalają na ich po-
prawne odróżnienie od rzeczywistych alleli [2, 4, 6, 22, 
35]. W próbkach o suboptymalnej ilości materiału ge-
netycznego obserwuje się często wzrost siły sygnałów 
w pozycji stutter [18, 34, 38]. Z tego powodu, aby po-
twierdzić występowanie prawidłowego allela w pozycji 
stutter podczas badań śladów LT-DNA, zaleca się wy-
konanie powtórnej reakcji amplifikacji próbki. Wynik 
można uznać za wiarygodny w przypadku oznaczenia 
allela o zwiększonej sile sygnału w pozycji stutter w co 
najmniej dwóch niezależnych amplifikacjach [12].

Strategie stosowane podczas analizy 
próbek typu LT-DNA

Po stwierdzeniu, że badana próbka jest śladem 
typu LT-DNA, możliwe jest zastosowanie jednej 
z dwóch strategii postępowania. Pierwsza z nich po-
lega na odstąpieniu od dalszych badań ze względu na 
uzyskanie niewystarczających danych ilościowych 
(skrajnie niskie wartości stężeń DNA) albo jakościo-
wych, stwierdzonych po analizie otrzymanych wy-
ników rozdziałów elektroforetycznych [37, 39]. Al-
ternatywnym rozwiązaniem jest kontynuacja badań 
poprzez zastosowanie metod dających szansę uzyska-
nia lepszych parametrów detekcji [2, 3, 12, 21, 26, 40]. 

Odstąpienie od raportowania wyników

W  niektórych sytuacjach decyzja o  odstąpieniu 
od raportowania wyników analizy śladów LT-DNA 
może być słusznym rozwiązaniem. Eliminuje ona 
możliwość generowania błędów, które mogą pojawić 

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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się przy niewłaściwej interpretacji problematycznych 
danych. Należy pamiętać, że ślady typu LT-DNA, ze 
względu na nieznaczną ilość matrycy DNA, znajdu-
ją się w tzw. strefie zagrożenia i w związku z tym są 
znacznie narażone na możliwość wystąpienia niepo-
żądanych efektów stochastycznych [3, 39]. 

Powodem odstąpienia od przeprowadzenia dal-
szych badań śladów LT-DNA może być brak detekcji 
materiału genetycznego na etapie pomiaru stężenia 
DNA lub uzyskanie skrajnie niskich wartości progno-
zujących otrzymanie negatywnych lub bardzo szcząt-
kowych wyników profilowania genetycznego, nie-
kwalifikujących się do zamieszczania w  końcowym 
raporcie z  badań. Taka decyzja o  odstąpieniu po-
winna wynikać z  rezultatów wewnętrznej walidacji, 
polegającej na skorelowaniu wartości pomiaru qRT-
-PCR z uzyskiwanymi oznaczeniami markerów STR. 
Dodatkowo, ze względu na możliwość wystąpienia 
ewentualnego błędu podczas pomiaru stężenia DNA 
metodą qRT-PCR, decyzję o rezygnacji z wykonania 
dalszych etapów badań należy podjąć po wykonaniu 
dwukrotnych pomiarów stężenia tej samej próbki, 
w celu uwiarygodnienia uzyskanych wyników [41]. 

W  przypadku kontynuacji badań profilowania 
śladów LT-DNA polegających na wprowadzeniu 
metod dających szansę na poprawę jakości wyników 
powinno się niezwykle wnikliwie przeprowadzić 
ocenę jakości uzyskiwanych z  takich próbek profili 
genetycznych. Podczas interpretacji wyników roz-
działów elektroforetycznych należy zwrócić uwagę 
na wysokość sygnałów oznaczonych alleli, wysokość 
sygnałów pików typu stutter czy możliwość wystą-
pienia innych efektów stochastycznych. W przypad-
ku zaobserwowania nadmiernej ilości niekorzyst-
nych zjawisk utrudniających poprawną interpretację 
danych właściwym podejściem może być odstąpie-
nie od raportowania wyników badań genetycznych.

Metody umożliwiające poprawę jakości 
wyników badań śladów LT-DNA

Opracowano różne techniki pozwalające na po-
prawę detekcji profili genetycznych w  śladach LT-
-DNA. Zalicza się do nich metody z  panelu LCN, 
replikacje reakcji amplifikacji (kilkukrotne powtó-
rzenie reakcji amplifikacji tego samego izolatu DNA 
przy zachowaniu takich samych parametrów analizy) 
oraz niezależne amplifikacje izolatu DNA przy zasto-
sowaniu różnych zestawów multipleksowych obej-

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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mujących te same markery STR [3, 21]. Otrzymane 
wyniki badań genetycznych śladów typu LT-DNA 
przy użyciu niestandardowych metod powinno się 
poddać bardzo ostrożnej interpretacji przy ścisłym 
przestrzeganiu parametrów określonych na podsta-
wie badań walidacyjnych [26]. 

Metody LCN

Pojęcie LCN rozumiane jest dziś jako zastosowanie 
różnych technik zwiększających czułość analizy DNA 
i dzięki temu dających możliwość uzyskania wyników 
analizy genetycznej w próbkach zawierających niskie 
ilości matrycowego DNA. Poprawę jakości wyników 
badań śladów LT-DNA można uzyskać na różnych 
etapach ich analizy. Pozytywne efekty może dać zasto-
sowanie po izolacji DNA dodatkowego zagęszczania 
i  oczyszczania ekstraktu na kolumienkach z  filtrem 
celulozowym lub krzemionkowym [7, 10, 41]. Wśród 
najczęściej stosowanych na etapie amplifikacji i po re-
akcji PCR metod LCN wyróżnia się: zwiększenie liczby 
cykli reakcji PCR, zmniejszanie objętości mieszaniny 
reakcyjnej, odsalanie produktów reakcji PCR, stoso-
wanie tzw. wewnętrznego PCR (nested PCR), zagęsz-
czanie próbek przed rozdziałem elektroforetycznym, 
zwiększanie czasu lub napięcia prądu podczas iniekcji 
przed elektroforezą [7, 10, 15, 38]. Wybór konkretnej 
techniki LCN zależy od uzyskanych wyników profilo-
wania DNA. W sytuacji, gdy obserwuje się ponad 50% 
alleli w standardowym profilu DNA, zaleca się wydłu-
żenie czasu iniekcji podczas elektroforezy. Natomiast 
kiedy występuje większa utrata alleli (powyżej 90%), 
preferowaną metodą jest zwiększenie ilości cykli PCR 
[26]. Należy zwrócić uwagę, że metody LCN bardzo 
często powodują nasilenie niekorzystnych zjawisk, ta-
kich jak: drop-out, drop-in, podwyższony poziom pi-
ków typu stutter, znaczna nierównowaga sygnału alleli 
heterozygoty, które utrudniają interpretację wyników 
badań [2, 9, 10, 12]. 

Najnowsze dane literaturowe wskazują, że efek-
tywną techniką pomocną przy badaniu śladów o ni-
skim stężeniu materiału genetycznego może być me-
toda bezpośredniego PCR (direct PCR) [16, 42, 43]. 
Polega ona na wykonaniu bezpośredniej amplifika-
cji zabezpieczonego śladu z  pominięciem etapów 
ekstrakcji i  pomiaru stężenia DNA. Dzięki temu 
możliwe jest wykorzystanie do reakcji amplifikacji 
całości materiału genetycznego znajdującego się 
w  zabezpieczonej próbce. 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 możliwości wykonania (w razie 
konieczności) ponownego badania śladu [43]. 

W  przypadku wprowadzenia do praktyki labo-
ratoryjnej jakiejkolwiek modyfikacji odbiegającej od 
standardowych metod opierających się na wytycz-
nych producenta i  własnych badaniach walidacyj-
nych konieczne jest przeprowadzenie rozszerzonych 
badań wewnątrzlaboratoryjnych [9, 43]. W tym celu 
należy wyznaczyć podstawowe parametry analizy, tj. 
próg oznaczalności LOQ (limit of quantification thre-
shold), próg wykrywalności LOD (limit of detection 
threshold), próg stochastyczny ST (stochastic threshold 
= homozygote threshold = drop-out threshold), balans 
heterozygotyczny, poziom wysokości pików typu stut-
ter. Oznaczone parametry należy porównać z  tymi, 
które wyznaczono dla standardowej analizy śladów 
zawierających optymalną jakość i ilość materiału ge-
netycznego. Wartości parametrów oszacowanych dla 
metod LCN są zazwyczaj bardziej konserwatywne niż 
dla standardowych metod analizy DNA [9].

 Replikacje reakcji amplifikacji i metody 
interpretacji wyników

W celu wykluczenia lub przynajmniej zminima-
lizowania efektów stochastycznych pojawiających się 
podczas badania próbek LT-DNA zaleca się przynaj-
mniej trzykrotne przeprowadzanie reakcji amplifi-
kacji tego samego izolatu DNA [26, 32, 44]. Wpro-
wadzenie do badań genetycznych tej modyfikacji jest 
czasochłonne i  kosztowne, jednak zwolennicy tego 
podejścia zwracają uwagę, że wykonanie powtórzeń 
reakcji amplifikacji ekstraktu śladu LT-DNA stwarza 
szansę otrzymania dokładniejszego oznaczenia jego 
profilu genetycznego [1, 2, 16, 26, 32, 38]. 

Wyniki otrzymane z kilku reakcji amplifikacji tej 
samej próbki wykorzystuje się do utworzenia profilu 
sumarycznego za pomocą metody określanej przez 
środowisko naukowe metodą łączenia/złożenia (co-
moposite method) lub metodą konsensusu (consensus 
method) [2, 26, 31]. Wymienione metody są klasy-
fikowane przez niektórych badaczy jako strategie 
pozwalające na utworzenie sumarycznych profili 
wirtualnych (virtual pool profile) [1, 31]. W przypad-
ku wykonania powtórzeń reakcji amplifikacji śladu  
LT-DNA, w zależności od przyjętej procedury postę-
powania, można zamieścić w końcowym raporcie: 
•	 profil łączny DNA (composite profile), będący suma-

rycznym profilem wirtualnym otrzymanym w wy-

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: 
•	 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 łączenia/złożenia wszystkich alleli, 
które ujawniono w replikacjach amplifikacji; meto-
da ta prowadzi jednak do nasilenia zjawiska drop-in 
i z tego powodu niektórzy naukowcy odradzają ana-
lizę danych z użyciem takiego podejścia [26],

•	 profil konsensusowy DNA (consensus profile), 
będący sumarycznym profilem wirtualnym za-
wierającym powtarzalne allele, które ujawniono 
przynajmniej dwukrotnie w  przeprowadzonych 
kolejno reakcjach PCR; podejście stosowane przy 
tworzeniu profilu konsensusowego pozwala z jed-
nej strony na eliminację efektów przypadkowych 
zjawisk typu drop-in, z drugiej jednak nie zabez-
piecza przed zjawiskami typu allel/loci drop-out; 
metoda ta jest zalecana przez środowisko nauko-
we jako bardziej konserwatywna w  porównaniu 
z metodą łączenia [2, 18, 25, 32].
Innym przykładem metody wykorzystującej wy-

niki uzyskane z  replikacji reakcji amplifikacji jest 
strategia zmierzająca do utworzenia rzeczywistego 
profilu sumarycznego (real pool profile). Otrzymuje 
się go w wyniku rozdziału elektroforetycznego prób-
ki będącej połączeniem w  równych proporcjach jej 
produktów uzyskanych z  kilku reakcji amplifikacji. 
W odróżnieniu od podejścia virtual pool profile, me-
toda ta dostarcza informacji nie tylko jakościowych, 
lecz także ilościowych (znana jest rzeczywista wyso-
kość/pole powierzchni sygnałów alleli), co może być 
wykorzystywane w niektórych programach służących 
do przeprowadzania analiz statystycznych [2, 38].

Różne strategie postępowania z ekstraktem ma-
teriału genetycznego typu LT-DNA w celu poprawy 
jakości wyników przedstawiono na rycinie 1, opra-
cowanej na podstawie Benschop i wsp. [2]. 

Należy pamiętać o tym, że profile DNA uzyskane 
z  użyciem metody replikacji amplifikacji powinny 
być pozyskane wyłącznie z  tego samego ekstraktu 
DNA i  przy tych samych parametrach analizy. Je-
żeli podczas powtórzeń reakcji amplifikacji wpro-
wadzi się różne metody LCN, to otrzymane profi-
le nie mogą być użyte do tworzenia sumarycznych 
profili wirtualnych lub rzeczywistych, gdyż zostały 
uzyskane przy różnych zmiennych [31, 45]. Profi-
le genetyczne z poszczególnych replikacji tej samej 
próbki LT-DNA mogą się różnić siłą sygnałów po-
chodzących od alleli, siłą sygnału pików typu stutter, 
nierównowagą ilościową alleli heterozygot oraz na-
sileniem innych efektów stochastycznych [26]. Ilość 
zmiennych wzrasta wraz ze spadkiem wysokości 

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].

Various strategies for handling extracts of LT-DNA 
genetic material to enhance the quality of analysis 
results are shown in Figure 1 (based on Benschop 
et al.) [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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sygnału alleli w  profilu DNA. W  przypadku ozna-
czenia ponad 25% alleli analizowanego profilu gene-
tycznego trzy powtórzenia reakcji amplifikacji mogą 
być wystarczające. Natomiast w sytuacji identyfika-
cji poniżej 25% alleli zalecane jest wykonanie nawet 
czterech replikacji reakcji PCR. Zaobserwowano, że 
dalsze zwiększanie liczby replikacji nie poprawia ja-
kości wyników śladów LT-DNA [26]. 

Podejście polegające na powtarzaniu reakcji am-
plifikacji jest również przydatne w przypadku anali-
zy mieszanin o niskiej ilości matrycowego DNA lub 
w sytuacji, gdy oprócz dominującego komponentu 
mieszaniny DNA występuje słabszy komponent na 
poziomie LT-DNA [2].

 Reakcje amplifikacji z zastosowaniem 
komplementarnych zestawów PCR

W pewnych przypadkach jakość otrzymanych pro-
fili genetycznych w śladach LT-DNA można poprawić, 
stosując strategię podwójnej reakcji amplifikacji (dual 
amplification strategy) tej samej próbki przy użyciu in-

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 kits 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-

Ryc. 1. Schemat postępowania podczas stosowania replikacji reakcji amplifikacji próbki 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 środowisko genetyków sądowych [3, 21, 40]. 
Zmiana sekwencji starterów prowadząca do skrócenia 
długości amplikonów w zestawach multipleks najnow-
szej generacji spowodowała poprawę wydajności reakcji 
PCR. Nie bez znaczenia jest też to, że zastosowanie zróż-
nicowanych sekwencji starterów w różnych zestawach 
do amplifikacji określonych loci pozwala w niektórych 
przypadkach na identyfikację mutacji w miejscach przy-
łączania tych starterów, a tym samym może przyczyniać 
się do eliminacji pozornego zjawiska typu locus/allele 
drop-out [46, 47]. Strategia zastosowania komplemen-
tarnych zestawów znajduje zastosowanie w przypadku 
badania silnie zdegradowanych śladów [3].

Interpretacja wyników analizy śladów 
LT-DNA

Właściwa interpretacja wyników profilowania 
DNA śladów LT-DNA stanowi bardzo duże wyzwanie 
dla eksperta zajmującego się opracowaniem danych 
genetycznych. Zgodnie z  rekomendacjami ISFG za-
leca się, by przy interpretacji wyników badań śladów 
LT-DNA stosować podejście probabilistyczne, oparte 
na obliczaniu ilorazu wiarygodności (likelihood ratio – 
LR) z uwzględnieniem najbardziej prawdopodobnych 
scenariuszy zdarzenia [5, 11]. W  raportach z  badań 
powinny być zawarte jedynie takie wyniki i konkluzje, 
które można w  sposób bezsporny udokumentować, 
gdyż wynikają one ze statystycznych obliczeń prze-
prowadzonych na podstawie bezstronnych założeń. 
Obecnie dostępne są narzędzia statystyczne umożli-
wiające kalkulację LR przy uwzględnieniu prawdopo-
dobieństwa wystąpienia zjawiska drop-in i  drop-out. 
Jest także możliwe przeprowadzenie analiz statystycz-
nych dla niezależnych replikacji tego samego śladu.  
Na swojej stronie internetowej grupa ISFG zamieściła 
listę ogólnodostępnych programów komputerowych 
do analizy statystycznej, zaznaczając, że nie wyróżnia 
żadnego z nich i nie udziela żadnych gwarancji doty-
czących wydajności oprogramowania. Konieczne jest 
zatem, aby użytkownik zweryfikował, czy stosowany 
przez niego program spełnia obowiązujące standardy. 
Oprócz wymienionych przez ISFG programów staty-
stycznych istnieją jeszcze inne pozwalające na staty-
styczne oszacowanie wyników otrzymanych podczas 
badania śladów LT-DNA [19, 48, 49].

Według 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 of 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 dwóch alleli. 
W przypadku obecności większej liczby alleli, postu-
luje się przy wyznaczaniu wartości ilorazu wiarygod-
ności włączenie dodatkowej osoby/osób [5]. Zaleca 
się także bardzo ostrożne interpretowanie wyników 
analizy mieszanin typu LT-DNA. Należy zwrócić 
uwagę, że nasilone efekty stochastyczne wpływają na 
ograniczenie użyteczności niektórych parametrów 
analizy (np. równowagi ilościowej alleli heterozygo-
ty, szacowanie proporcji poszczególnych składników 
mieszaniny) i zwiększenie prawdopodobieństwa wy-
stąpienia zjawisk typu drop-out i drop-in [6]. 

Podczas analizy wyników śladów LT-DNA, dla 
których uzyskano niekompletne profile genetyczne 
i  zaobserwowano występowanie niekorzystnych efek-
tów stochastycznych, należy unikać nadinterpretacji 
wyników. W takim przypadku zachodzi bezwzględna 
konieczność przeprowadzenia niezwykle ostrożnego 
wnioskowania w  kierunku potwierdzenia lub wyklu-
czenia obecności materiału genetycznego danej osoby. 
Nieujawnienie alleli charakterystycznych dla profilu 
genetycznego wytypowanej osoby w śladzie LT-DNA, 
w którym oznaczono słabej jakości profil genetyczny, 
nie musi świadczyć o  braku występowania jej mate-
riału w badanej próbce i wskazywać na jej definitywne 
wykluczenie [38, 50]. Profil tej osoby może być nie-
oznaczalny na poziomie wykrywalności ze względu na 
niską jakość/ilość materiału genetycznego w otrzyma-
nym ekstrakcie DNA. W związku z powyższym zaleca 
się w  przypadku jakichkolwiek wątpliwości podczas 
interpretacji wyników śladów LT-DNA unikanie kate-
gorycznych sformułowań odnoszących się do pocho-
dzenia danej próbki i poprzestanie jedynie na zamiesz-
czeniu sformułowania o  nierozstrzygającym wyniku 
badania genetycznego [51].

Ogólne zalecenia analizy śladów LT-DNA

Zagadnienia związane z badaniem i analizą śla-
dów typu LT-DNA, ze względu na ich złożoność, są 
szeroko omawiane w literaturze fachowej. Na obec-
nym etapie duża liczba problematycznych aspektów 
tej analizy nie stwarza możliwości wydania ścisłych 
rekomendacji w  tym zakresie. Na podstawie prze-
prowadzonego przeglądu literatury, zaleceń między-
narodowych towarzystw genetycznych i aktualnego 
stanu wiedzy dotyczącej analizy śladów LT-DNA za-
lecamy polskim laboratoriom sądowym stosowanie 
ogólnych zasad podczas badania śladów zawierają-
cych suboptymalną ilość matrycowego DNA.

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 ampli fication. 

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 być przestrzegane 
zarówno podczas badania standardowych śladów, 
jak i śladów typu LT-DNA. Należy zwrócić uwagę, że 
ślady LT-DNA są niezwykle silnie narażone na konta-
minację na etapie przedlaboratoryjnym oraz w trakcie 
badań w laboratorium. Ze względu na to, że charak-
teryzują się one niską ilością/jakością matrycy DNA, 
w  przypadku kontaminacji preferencyjnie w  reakcji 
PCR może być powielane DNA pochodzące z zanie-
czyszczenia. Z  tego powodu podczas badań śladów 
LT-DNA należy postępować według ściśle określo-
nych procedur, co ograniczy możliwość kontaminacji 
na poszczególnych etapach badań. 

Istnieje wiele rodzajów modyfikacji zmierzających 
do poprawy jakości wyników śladów LT-DNA, które 
można wprowadzić po etapie ekstrakcji materiału ge-
netycznego, podczas reakcji PCR i po amplifikacji. 

W  przypadku stosowania metod LCN koniecz-
ne jest przeprowadzenie poszerzonych badań wali-
dacyjnych, uwzględniających każdą ze zmiennych 
modyfikujących standardowe metody, jak również 
ich zestawienie z analogicznymi parametrami wali-
dacyjnymi uzyskanymi dla rutynowej analizy DNA. 
Przeprowadzone eksperymenty walidacyjne są ko-
niecznym elementem do opracowania strategii po-
stępowania podczas analizy śladów LT-DNA w da-
nym laboratorium. 

Klasyfikacja śladów LT-DNA jest możliwa zarów-
no na podstawie danych pochodzących z pomiarów 
stężeń DNA izolatu, jak i danych jakościowych (oce-
na profili genetycznych w  obrazie elektroforetycz-
nym). Ze względu na zwiększone ryzyko narażenia 
na efekty stochastyczne analiza próbek LT-DNA po-
winna być przeprowadzana z dużą ostrożnością.

Specyficzną grupę śladów LT-DNA stanowią 
ślady, które powstają w  wyniku kontaktu osoby 
z powierzchnią podłoża, tzw. ślady dotykowe/kon-
taktowe. Na ogół podczas analizy wyników powyż-
szego typu śladów nie jest możliwe ustalenie źródła 
pochodzenia zabezpieczonej tkanki, mechanizmu 
i  czasu jej naniesienia na dowód. Dlatego też przy 
raportowaniu uzyskanych danych dla śladów LT-
-DNA zaleca się zamieszczenie informacji na temat 
ograniczeń w interpretacji ich wyników.

W śladach LT-DNA występuje wysokie prawdo-
podobieństwo pojawienia się efektów stochastycz-
nych. W  celu zmniejszenia poziomu niepewności 
analizy śladów LT-DNA wskazane jest w niektórych 

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 wyników na podstawie przyjętej przez labora-
torium strategii postępowania podczas interpretacji 
danych. Innym sposobem poprawy jakości otrzyma-
nych profili genetycznych śladów LT-DNA może być 
wykonanie powtórnej reakcji amplifikacji tego same-
go izolatu DNA przy użyciu innego (komplementar-
nego) zestawu do identyfikacji genetycznej.

Należy zachować ostrożność i unikać nadinterpre-
tacji podczas analizy śladów typu LT-DNA, jeśli uzy-
skano niewystarczające dane, które uniemożliwiają 
jednoznaczne wypowiedzenie się na temat możliwo-
ści występowania lub wykluczenia materiału gene-
tycznego wytypowanej osoby w pozyskanym śladzie. 
W przypadku wystąpienia jakichkolwiek wątpliwości 
konieczne jest unikanie kategorycznych sformułowań 
i zaleca się stosowanie stwierdzenia, iż wyniki „nie po-
zwalają na rozstrzygnięcie, czy DNA badanej osoby 
może występować/nie występuje w  badanym śladzie 
typu LT-DNA”. W  przypadku otrzymania niewystar-
czających danych ilościowych/jakościowych śladów 
LT-DNA należy odstąpić od raportowania wyników.

Interpretacja wyników badań śladów LT-DNA 
powinna być przeprowadzana za pomocą modeli 
probabilistycznych opartych na szacowaniu wartości 
ilorazu wiarygodności z uwzględnieniem najbardziej 
prawdopodobnych scenariuszy zdarzenia. W  opinii 
powinny być zawarte jedynie takie wyniki i konklu-
zje, które można w sposób bezsporny udokumento-
wać, gdyż wynikają ze statystycznych obliczeń prze-
prowadzonych na podstawie bezstronnych założeń.

Z  uwagi na niezwykle gwałtowny postęp tech-
nologiczny, dynamiczny rozwój zaawansowanych 
metod biostatystycznych zaleca się ciągłe szkolenia 
i  poszerzanie aktualnego stanu wiedzy biegłych, 
zwłaszcza w kontekście zasad właściwego interpre-
towania wyników, a  ponadto również ujawniania 
i zabezpieczania śladów LT-DNA.
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ki sądowej w Polsce.

Autorzy deklarują brak konfliktu interesów.

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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