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Streszczenie

Cel pracy: Celem pracy byta analiza czesto$ci i struktury wykluczen ojcostwa na podstawie materiatu zgromadzonego
w Zakladzie Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku w latach 2008-2017.

Material i metody: Dokonano analizy dokumentacji obejmujacej wyniki testow ojcostwa w tréjkach: domniemany
ojciec—dziecko-matka. Ocenie poddano 958 spraw, wsrdod ktorych 187 stanowily wykluczenia. Analiza opierata sie
na wynikach badan, w czasie ktérych dokonano ekstrakcji DNA przy uzyciu zestawéw QIAamp DNA Mini Kit (Qia-
gen) i oznaczenia ilosciowego DNA za pomocg zestawu Quantifiler Human DNA Quantification Kit w aparacie 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Probki DNA amplifikowano w zakresie markeréw zestawu AmpFLSTR
Identifiler PCR Amplification Kit w termocyklerze PCR System 9700 (Applied Biosystems).

Wyniki: W analizowanym okresie zanotowano blisko dwukrotny spadek liczby testéw ojcostwa, natomiast odsetek
wykluczen w poszczegdlnych latach ulegal znacznym fluktuacjom (33,9-13,3%), osiagajac $rednia 26,3%. Najwyzsza
obserwowana skutecznos¢ wykluczania wykazaty uktady D18S51 (0,7166) i FGA (0,7059), najnizsza — TPOX (0,3048).
Whioski: Zastosowany zestaw markeréw okazat si¢ skutecznym narzedziem w genetycznych testach ojcostwa w kon-
tekscie przyjetych regut wykluczania.

Stowa kluczowe: wykluczenie ojcostwa, loci STR, AmpFISTR Identifiler Plus.

Abstract

Aim of the study: Analysis of frequency and structure of paternity exclusions in the material collected by the Depart-
ment of Forensic Medicine, Medical University of Bialystok in 2008-2017.

Material and methods: The paper is based on paternity test reports involving alleged father-child-mother trios. In a to-
tal of reviewed 958 cases, 187 exclusions were identified. The analysis was carried out on the basis of the results of DNA
tests. DNA extraction was performed using QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) and DNA quantitation using Quantifiler
Human DNA Quantification Kit and 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). AmpFLSTR Identifiler PCR
Amplification Kit and a PCR System 9700 thermal cycler (Applied Biosystems) were used for DNA amplification.
Results: Over the analyzed period, the number of paternity tests was nearly halved, whereas the percentage of exclu-
sions in individual years varied significantly (33.9-13.3%), with the average of 26.3%. The highest efficiency of exclu-
sions was observed for D18S51 (0.7166) and FGA (0.7059), and the least effective system was TPOX (0.3048).
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Conclusions: The applied set of markers has been demonstrated to be an efficient tool in genetic paternity tests in the

context of the recommended rules of exclusion.

Key words: paternity exclusion, STR loci, AmpFISTR Identifiler Plus.

Wstep

Ojcostwo wigze sie ze szczegdlnymi konsekwen-
cjami emocjonalnymi, prawnymi oraz finansowymi.
Obowigzujaca do dzi$ regula prawna, tzw. zasada
domniemania ojcostwa meza matki, pochodzi od
starozytnych Rzymian, ktérzy mawiali: Mater sem-
per certa est, pater est, quem nuptiae demonstrant,
czyli ,Matka zawsze jest znana, ojcem jest ten, na
kogo wskazuje (zwigzek malzenski)”. Przez wiele lat
wiarygodna weryfikacja ojcostwa nie byta mozliwa,
dopiero na przelomie lat 80. i 90. XX w. zaczeto sto-
sowa¢ metody oparte na analizie DNA, ktdre staly
sie skutecznym narzedziem badawczym. Najczesciej
testy majgce na celu ustalenie ojcostwa sg przepro-
wadzane w postepowaniu sagdowym i polegaja na
skierowaniu ojca i dziecka na badania DNA. Moz-
liwe jest rowniez uzyskanie takiej opinii prywatnie
i zlozenie jej w sadzie w trakcie postepowania.

Przepisy dotyczace uznania ojcostwa zawiera-
ja art. 73-83 Kodeksu rodzinnego i opiekunczego
(k.r.o.). Zgodnie z art. 73 § 1 uznanie ojcostwa na-
stepuje, gdy mezczyzna, od ktérego dziecko pocho-
dzi, o$wiadczy przed kierownikiem urzedu stanu
cywilnego, ze jest ojcem dziecka, a matka dziecka
potwierdzi jednocze$nie albo w ciggu trzech mie-
siecy od dnia o$wiadczenia mezczyzny, ze jest on
ojcem dziecka. Wedlug art. 78 § 1 mezczyzna, kto-
ry uznal ojcostwo, moze zlozy¢ wniosek o ustalenie
bezskuteczno$ci uznania w terminie sze$ciu miesie-
cy od dnia, w ktérym dowiedzial sig¢, ze dziecko nie
pochodzi od niego. W razie uznania ojcostwa przed
urodzeniem sie dziecka bieg tego terminu nie moze
rozpocza¢ sie przed jego narodzinami. Przepisy
o ustaleniu bezskutecznosci uznania ojcostwa stosu-
je sie odpowiednio do matki dziecka, ktora potwier-
dzila ojcostwo (art. 79). Z kolei art. 81 § 1 stanowi,
ze dziecko moze Zada¢ ustalenia bezskutecznosci
uznania ojcostwa, jezeli uznajacy mezczyzna nie
jest jego ojcem. Moze ono wystapic¢ z tym zgdaniem

Introduction

Paternity involves a number of unique emotional,
legal, and financial consequences. The legal rule still
in force today is the so-called presumption of pater-
nity principle, indicating that the mother’s husband
is the father. The rule was formulated by the ancient
Romans, who used to say: Mater semper certa est,
pater est, quem nuptiae demonstrant — “The mother
is certain, the father is he to whom marriage points”.
For many years reliable verification of paternity had
not been possible. It was not in the late 1980s/ear-
ly 1990s that methods based on DNA analysis were
first applied, quickly becoming an efficient testing
tool. Paternity tests are usually performed as part of
court proceedings, whereby the alleged father and
the child are referred for DNA tests. Some people
choose to do such tests on a private basis and then
submit the results to the court.

Polish regulations on the recognition of paterni-
ty are stipulated in Articles 73-83 of the Family and
Guardianship Code. Pursuant to Article 73(1), rec-
ognition of paternity takes place when the man who
allegedly fathered the child acknowledges the pater-
nity in the presence of a superintendent registrar and
the child’s mother confirms that claim either at the
same time, or at any time within three months after-
wards. On the other hand, pursuant to Article 78(1),
a man who has acknowledged the paternity may
submit an application for invalidating that acknowl-
edgement within six months after learning that the
child is not his. If paternity has been acknowledged
prenatally, the above period will not begin until the
child is born. The provisions on invalidating the ac-
knowledgement of paternity apply by reference to
the mother of the child who has confirmed paterni-
ty (Article 79). Article 81(1) stipulates that the child
may demand that the acknowledgement of paternity
be declared ineffective if the acknowledging man is
not his/her father. Such a demand may be made by
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po dojsciu do pelnoletnosci, nie pozniej jednak niz
w ciagu trzech lat od jej osiagnigcia ($ 2).

Zgodnie z art. 67 zaprzeczenie ojcostwa nastepuje
przez wykazanie, ze maz matki nie jest ojcem dziecka.
Jezeli dziecko urodzito si¢ po upltywie 180 dni od za-
warcia malzenstwa, a przed uptywem 300 dni od jego
ustania lub uniewaznienia, obalenie domniemania
ojcostwa moze nastapi¢ wylacznie przez wykazanie
niepodobienstwa nie tylko na podstawie przestucha-
nia stron, lecz takze dowoddéw w postaci DNA. Nie
jest to dopuszczalne, jezeli dziecko urodzilo sie w na-
stepstwie procedury medycznie wspomaganej pro-
kreacji, na ktorg maz matki wyrazil zgode (art. 68).
Powddztwo o zaprzeczenie ojcostwa moze wytoczy¢
réwniez matka dziecka w ciggu szesciu miesiecy od
urodzenia dziecka oraz samo dziecko w ciagu trzech
lat od osiagniecia pelnoletnosci.

Z uwagi na relatywnie wysoka czesto$¢ muta-
c¢ji w loci mikrosatelitarnych, ktdra wynosi $rednio
3 x 107 [1], zgodnie z zaleceniami Komisji Gene-
tyki Sagdowej Polskiego Towarzystwa Medycyny Sa-
dowej i Kryminologii (PTMSiK) wykluczenie ojco-
stwa musi by¢ wykazane w co najmniej czterech loci
genowych. Jesli podstawowy zestaw markeréw nie
pozwala na potwierdzenie lub wykluczenie, zakres
badan musi zosta¢ poszerzony [2]. Obejmujacy 15
markeréw mikrosatelitarnych zestaw AmpFLSTR
Identifiler Plus PCR Amplification Kit stanowi uzy-
teczne narzedzie w rozstrzyganiu typowych spraw
dotyczacych dochodzenia ojcostwa i analizy pokre-
wienstwa [3, 4]. W latach 2008-2017 uzywano go
w Zakladzie Medycyny Sadowej Uniwersytetu Me-
dycznego w Bialymstoku (UMB) jako podstawowe-
go panelu markeréw w takich testach.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena czgstosci i struktury wy-
kluczen w poszczegdlnych loci na podstawie analizy
materialu obejmujacego wyniki badan 958 trojek:
pozwany-dziecko-matka.

Materiat i metody

Wyniki uzyskano na podstawie analizy probek
krwi i wymazéw nablonka jamy ustnej pobranych
w latach 2008-2017 od 958 trdjek: domniemany oj-
ciec—dziecko-matka. Badani dorosli wyrazili pisemna
zgode na anonimowe wykorzystanie probek do badan
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the child after reaching the age of majority, but not
later than within three years afterwards (§ 2).

According to Article 67, fatherhood is denied by
proving that the mother’s husband is not the father
of the child. If the child was born later than 180 days
after the marriage and earlier than three hundred
days after its cessation or annulment, the presump-
tion of paternity may be challenged only by demon-
strating dissimilarity based not only on the parties’
testimonies, but also on evidence in the form of
DNA. Paternity cannot be challenged if the child was
born as a result of a medically assisted reproductive
treatment to which the mother’s husband gave his
consent (Article 68). A petition for denying paterni-
ty may also be filed by the child’s mother within six
months of the child’s birth, and by the child within
three years after coming of age.

Due to the relatively high frequency of mutations
in microsatellite loci (an average of 3 x 10~ [1]), ac-
cording to the recommendations of the Forensic Ge-
netics Committee of the Polish Society of Forensic
Medicine and Criminology, the exclusion of paternity
must be demonstrated in at least four gene loci. If the
basic set of markers is insufficient to either confirm or
exclude paternity, the testing scope must be extend-
ed to include additional systems [2]. The AmpFLSTR
Identifiler Plus PCR Amplification Kit, including
15 microsatellite markers, is a useful tool in resolving
typical paternity cases and kinship analysis [3, 4]. In
the period 2008-2017 it was used in the Department
of Forensic Medicine at the Medical University of Bi-
alystok as a basic panel of markers in paternity tests.

Aim of the study

The aim of this study was the assessment of
the frequency and structure of paternity exclu-
sions in individual loci on the basis of the analy-
sis of test results in 958 cases involving alleged fa-
ther-child-mother trios.

Material and methods

The results were obtained on the basis of analysis
of blood samples and oral epithelial smears collected
in 2008-2017 from 958 alleged father-child-mother
trios. The tested adults expressed written consents
to the anonymous use of their samples for scientific
research. The consent form had been approved by
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naukowych, zaaprobowang przez Komisje Bioetyczna
UMB. Do ekstrakcji DNA uzyto zestawéw QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen). Oznaczenia ilosciowego
DNA dokonano za pomocg zestawu Quantifiler Hu-
man DNA Quantification Kit i termocyklera 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) zgodnie
z instrukeja producenta. Probki DNA amplifikowano
w zakresie markerow zestawu AmpFLSTR Identifi-
ler Plus PCR Amplification Kit (D8S1179, D21S11,
D78820, CSFIPO, D3S1358, THO1, DI13S317,
D16S539, D2S1338, D19§433, vWA, TPOX, D18S51,
D5S818 i FGA) w termocyklerze PCR System 9700
(Applied Biosystems). Calkowita objetos¢ reakcji
PCR zredukowano proporcjonalnie do 10 pl. Rozdziat
elektroforetyczny i genotypowanie przeprowadzano
w analizatorze 3130 Genetic Analyzer (Applied Bio-
systems) z wykorzystaniem programu GeneMap-
per ID-X v1.1.1. Przeprowadzono analize czesto$ci
i struktury wykluczen ojcostwa dla poszczegdlnych
lat. Obliczono i poréwnano czestosci wykluczen dla
poszczegolnych alleli badanych loci w kontekscie ob-
serwowanych wartosci skutecznosci wykluczania. Po-
réwnanie rozkltadéw czestosci alleli wykluczajacych
z probka populacyjng Polski pdtnocno-wschodniej
przeprowadzono przy uzyciu testu RxC z 10 000 sy-
mulacji (G. Carmody, Ottawa, Canada).

Wyniki i dyskusja

W analizowanych sprawach wykluczenie ojco-
stwa opiniowano na podstawie braku segregacji
cech w co najmniej czterech loci STR, co stanowilo
wystarczajace zabezpieczenie przed wydaniem fal-
szywej opinii wykluczajacej [5, 6]. W zadnym ze 187
przypadkéw wykluczen nie wystapita mutacja mat-
czyna. W raporcie American Association of Blood
Banks (AABB) z 2004 r. wspomniano o braku wy-
kluczen ojcostwa w sytuacji wystepowania dwoch
mutacji, co stanowito 0,019% przypadkéw [7].

W latach 2008-2017 zanotowano blisko dwu-
krotny spadek liczby testéw ojcostwa (ryc. 1), nato-
miast odsetek wykluczen w poszczegdlnych latach
ulegal znacznym fluktuacjom (33,9-13,3%), osiaga-
jac $rednig 26,3% (ryc. 2), ktora koreluje z wartoscia
24,12% przedstawiong w raporcie AABB [8]. Przy-
czyn spadku liczby badan mozna doszukiwac sie
w liczbie urodzen w Polsce, zmianie $wiadomosci
spolecznej, ale takze w rozwoju dziatalnosci labora-
toriow prywatnych.

the Bioethics Committee of the Medical Universi-
ty of Bialystok. DNA extraction was performed us-
ing QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). DNA quan-
titation was performed with a Quantifiler Human
DNA Quantification Kit and a 7500 Real-Time
PCR System thermal cycler (Applied Biosystems),
in accordance with the manufacturer’s instruc-
tions. DNA samples were amplified for AmpFLSTR
Identifiler Plus PCR Amplification Kit markers
(D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358,
THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433,
vWA, TPOX, D18S51, D5S818 and FGA) in a PCR
System 9700 thermal cycler (Applied Biosystems).
The total volume of the PCR reactions was reduced
proportionally to 10 pl. Electrophoretic separation
and genotyping were performed in the 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) using GeneMapper
ID-X software v1.1.1.1. The frequency and structure
of paternity exclusions were analyzed for each in-
dividual year. The frequency of exclusions was cal-
culated and compared for individual alleles of the
examined loci in the context of the observed values
of paternity exclusion efficiency. A comparison of
frequency distributions of exclusion alleles against
a population sample from north-eastern Poland was
carried out using the RxC test based on 10,000 sim-
ulations (G. Carmody, Ottawa, Canada).

Results and discussion

In the analyzed cases, paternity exclusion was
determined on the basis of the lack of segregation
of traits in at least four STR loci, which ensured suf-
ficient protection against false exclusion [5, 6]. No
maternal mutations were found in any of the 187
exclusion cases. The 2004 American Association of
Blood Banks (AABB) report mentions the absence
of paternity exclusions in the presence of two muta-
tions, which constituted 0.019% of cases [7].

In the period 2008-2017, the number of paterni-
ty tests was nearly halved (Fig. 1), while the percent-
age of exclusions in each individual year varied sig-
nificantly (33.9-13.3%), with the average of 26.3%
(Fig. 2), which is almost consistent with the average
value of 24.12% presented in the AABB report [8].
The decreasing number of tests may be explained
by the reduced overall number of births in Poland,
changes in social awareness, as well as the growing
private laboratories market.
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Ryc. 1. Dynamika wykluczern ojcostwa w latach
2008-2017
Fig. 1. Changes in the number of paternity exclusions,
2008-2017

Parametrem wyznaczajacym a priori skutecz-
no$¢ markera genetycznego w tescie ojcostwa jest
sita wykluczenia (power of exclusion — PE) [9], kto-
ra okresla prawdopodobienstwo wykluczenia nie-
stusznie pozwanego na podstawie badania danego
markera. Do oceny sity wykluczania zestawu mar-
keréw powszechnie stosowana jest warto$¢ laczna
(combined power of exclusion — CPE), ktdra okresla
prawdopodobienstwo wykluczenia niestusznie po-
zwanego na podstawie braku segregacji cech w co
najmniej jednym locus [10]. Warto$¢ CPE obliczona
dla zestawu AmpFLSTR Identifiler w populacji Pol-
ski poInocno-wschodniej wynosi 99,999% [11], co
oznacza, ze u 1 na 100 000 niestusznie pozwanych
analiza 15 markeréw nie zdofa wykaza¢ braku se-
gregacji cech. Z uwagi na to, ze wykluczenie ojco-
stwa nie moze by¢ oparte na wykazaniu pojedynczej
niezgodnosci, Cifuentes i wsp. [12] zaproponowali
stosowanie $redniego prawdopodobienstwa wyklu-
czania dla kilku Joci (autorzy sugerujg co najmniej
trzy) oraz stosowng modyfikacje wzoru matema-
tycznego do obliczania CPE.

W analizowanym materiale rozklad odsetka wy-
kluczen byl prawostronnie asymetryczny (ryc. 3).
W najwigkszej liczbie spraw (19,8%) wykluczenie
oparto na wystepowaniu niezgodnosci w 9 loci. Nie
zanotowano przypadku wykluczenia na podstawie
niezgodnosci we wszystkich 15 loci. Na podstawie
danych osobowych pochodzacych z akt ustalono, ze
53,3% wykluczen dotyczyla dziecka malzenskiego.

Na rycinie 4 przedstawiono czestosci alleli, dla
ktérych wystepowaly niezgodnos$ci w genotypie

Arch Med Sadowej Kryminol 2018; vol. 68: 281-289
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Ryc. 2. Odsetek wykluczen ojcostwa w latach 2008-
2017
Fig. 2. Percentage of paternity exclusions, 2008-2017

The parameter which determines a priori the ge-
netic marker efficiency in paternity tests is the pow-
er of exclusion (PE) [9]. It reflects the likelihood of
exclusion of the falsely accused on the basis of a giv-
en marker test. The combined power of exclusion
(CPE), which determines the likelihood of exclusion
of the falsely accused individual on the basis of the
lack of segregation of traits in at least one locus, is
commonly used to assess the exclusion power of
a set of markers [10]. The CPE value calculated for
the AmpFLSTR Identifiler set in the population of
north-eastern Poland is 99.999% [11], which means
that the analysis of 15 markers will not demonstrate
the lack of segregation of traits in 1 out of 100,000
falsely accused individuals. Since the exclusion of
paternity cannot be based on the demonstration of
a single incompatibility, Cifuentes et al. [12] have
proposed the use of mean probability of exclusion
for several loci (those authors suggest at least three)
and an appropriate modification of the mathemati-
cal formula for CPE calculation.

In the analyzed material, the right-sided asym-
metry was observed in the distribution of the per-
centage of exclusions (Fig. 3). In the largest number
of cases (19.8%), the exclusion was based on the
presence of incompatibilities in 9 loci. In none of the
cases paternity was excluded on the basis of incom-
patibilities in all 15 loci. On the basis of personal data
from the file material, the authors determined that
53.3% of all exclusions concerned a marital child.

Figure 4 shows the frequency of alleles for which
child genotype incompatibilities were observed, thus
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Ryc. 3. Odsetek wykluczeri w zaleznosci od liczby loci wykluczajacych
Fig. 3. Percentage of exclusions in relation to the number of excluding loci

dziecka bedace podstawa do wykluczenia ojcostwa.
Uwzgledniono takze alternatywne allele bedace przy-
czyng niezgodnosci (brak mozliwosci okreslenia alle-
la wykluczajacego) w przypadkach, w ktorych stwier-
dzono obecno$¢ identycznych heterozygot u matki
i dziecka. Obok nazw markerdéw przedstawiono ob-
serwowane warto$ci skutecznosci wykluczania, ob-
liczone jako iloraz liczby wykluczen w danym locus
oraz calkowitej liczby wykluczen. Najwyzsza obser-
wowang skuteczno$¢ wykluczania wykazywaty ukfa-
dy D18S51 (0,7166) i FGA (0,7059), najnizszg TPOX
(0,3048). Wartosci PE dla tych markeréw obliczone
dla populacji pétnocno-wschodniej Polski wynosity
odpowiednio 0,672, 0,714 i 0,243 [11]. Dla Zadnego
z badanych markeréw rozktady czestosci alleli wyklu-
czajacych nie byty zgodne z rozkladami czgstosci uzy-
skanymi dla prébki populacyjnej pétnocno-wschod-
niej Polski (p < 0,05) [11].

Po wytaczeniu loci wykluczajacych wartosci tacz-
nego indeksu ojcostwa (CPI) pozostawaly w wyraz-
nej zaleznosci ujemnej do ich liczby i zawieraly sie
w zakresie od 1,31 przy 13 loci wykluczajacych do
37 087,40 przy 6 loci wykluczajacych (prawdopo-
dobienstwo 56,71-99,99%) (ryc. 5). Odnotowana
goérna wartos¢ CPI jest zatem o dwa rzedy nizsza
niz 1 000 000, czyli wartos$¢ przyjeta przez Komisje
Genetyki Sagdowej PTMSIK jako dolne kryterium
potwierdzenia ojcostwa [2].

Whioski

W miare uplywu lat maleje liczba wykonywa-
nych testéw ojcostwa przy jednoczesnym wahaniu
odsetka wykluczen. Wartosci PE w uzyskanych wy-
nikach sg zblizone do wartosci obliczonych dla po-

providing grounds for paternity exclusion. Alterna-
tive mismatching alleles (impossibility to determine
the excluding allele) were also taken into account in
cases where identical heterozygotes were found in the
mother and the child. Beside the names of markers,
the observed values of exclusion efficiency (i.e. the
ratio of the number of exclusions in a given locus to
the total number of exclusions) were presented. The
highest exclusion efficiency was observed for D18S51
(0.7166) and FGA (0.7059) systems, while TPOX was
the least efficient (0.3048). PE values for these mark-
ers calculated for the population of north-eastern Po-
land are 0.672, 0.714 and 0.243, respectively [11]. For
none of the examined markers were the frequency
distributions of excluding alleles consistent with the
frequency distributions obtained for the population
sample of north-eastern Poland (p < 0.05) [11].

After the elimination of the excluding loci the
values of the combined paternity index (CPI) were
clearly negatively related to their number and ranged
from 1.31 for 13 excluding loci to 37,087.40 for 6
excluding loci (probability range: 56.71-99.99%)
(Fig. 5). The recorded upper CPI value is therefore
lower by two orders of magnitude than 1,000,000,
which is the value currently adopted by the Forensic
Genetics Committee of the Polish Society of Foren-
sic Medicine and Criminology as the bottom criteri-
on for proof of paternity [2].

Conclusions

Over the years, the number of paternity tests
has decreased, and the percentage of exclusions has
been fluctuating. PE values in the obtained results
are consistent with the values calculated for the pop-
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Fig. 5. Distribution of Pl values after elimination of excluding loci

pulacji poinocno-wschodniej Polski. Zastosowany —ulation of north-eastern Poland. The applied set of
zestaw markeréw okazal si¢ skutecznym narzedziem  markers proved to be an effective tool in genetic pa-
w genetycznych testach ojcostwa w kontekscie przy-  ternity tests in the context of the adopted rules of

jetych regut wykluczania. exclusion.
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