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Investigacion forense
S

Varios analisis
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Perfiles genéticos

=  Desastres masivos

» Personas desaparecidas

. : Determinacion del sexo humano:
Deteccion de fluidos corporales
= Delitos sexuales
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Identificacion de ADN masculino

Técnicas inmunocromatograficas
Deteccion de antigenos propios de varones

osfatasa acida
(AP)

Antigeno prostatico
especifico
(PSA) o p30

Semenogenina

Kits

PROMEGA POWERPLEX®

Applied
Biosystems

AMPpFISTR®
[dentifiler®

QIAGEN®
ThermoFisher
Scientific

Nueva
generacion




Identificacion de ADN masculino

PCR convencional

= Electroforesis en gel de agarosa

VA-MIE 152 S 3 SRR A S 6.0 788 8

= Electroforesis capilar

Amelogenina (algunas deficiencias)

(‘\ Marcadores alternativos

= Regiones alfoides

= TSPY

= DYZ1 (Secuencias satélites)




Deficiencias del gen de 1a Amelogenina

Table 2 Global scenario of Y deletion and its characteristics involh
ing different populations

Japanese
<

Population Sample size AMELY deletion References
tfrequency (%)
Chinese (North) 79,304 0.0227 [77]
Chinese (South) 8,087 0.037 [93]
Singapore 567 0.705 [127]
Malaysian (mixed) 338 3.6 (Indian) [21]
0.88 (Malay)
Caucasian 327 0.3058 [106]
Indian 4257 0.23 [60]
Austrain 29432 0018 [109]
Indian 270 1.85 [113]
Australian 109,000 0.02 [85]
Nepalese 77 6.49 [18]
Sri Lankan 24 8 [102]
Israeli 96 1.04 [83]
[talian 13,000 0.008 [72]
Chinese 10,526 0.019 [123]
500 0.2 [112]

Ensayo
estandar

Gen de la
Amelogenina

=/

Q

Chromosome X
AMELX

106 bp
6 pb

Chromosome Y
AMELY

12 bp

Deleciones en
regions del ChrY

Delecion alélica de AMELY

(Dash et al., 2020)



Rendimiento mejorado

Rara ( Coamplificacion con
presencia de » otros marcadores del
deleciones L cromosoma Y
Mezcla de
cebadores
= A
E TSPY3+AMEL
»'5 KITAMURA + AMEL
= KITAMURA + TSPY3
E TSPY3+AMEL+KITAMURA
= J




Técnicas de analisis

Kits comerciales de tipificacion de ADN
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Reaccion LAMP

Overview of Loop-mediated
Isothermal Amplification (LAMP)

17\'15 W ENGLAND
L]

© Copyright 2022 New England Biolabs. All Rights Reserved.

Link: https//international.neb.com/tools-and-resources/video-library/loop-mediated-

[sothermail-amplirication-1amp-tatoriar’agtoplay=1



https://international.neb.com/tools-and-resources/video-library/loop-mediated-isothermal-amplification-lamp-tutorial?autoplay=1
https://international.neb.com/tools-and-resources/video-library/loop-mediated-isothermal-amplification-lamp-tutorial?autoplay=1

Amplificaciéon isotérmica mediada por bucles
(LAMP)

ADN Polimerasa Bst Target DNA -
Bacillus
stearothermophilus r - F _-' LBc p B2c '-—3'
Sintesis de ADN de Target DNA Bl | LB B3 5

desplazamiento de

autociclado ’ 'f[ W —B1C  [Bc  B2c w{ B30 ju—
Condiciones

isotérmicas
Target DNA
(60-65°C) F3c F2c . LFc _'Fle 81 . 18 _NE2N" B3
. F2 LF Fi H
Técnica de (FIP) H Ly . =l
diagnéstico 5 :

molecular

5’-{F3HF2HLF}-F182¢3’




Amplificaciéon isotérmica mediada por bucles
(LAMP)

Cebadores
(4-6)

Externos (F3 -B3)
Internos (FIP — BIP)
De bucle (FL- BL)

Abarca mas de 8 regiones o Backward loop (LB)

distintas en un gen objetivo
F2 | Foward inner primer (FIP) Backward inner primer (BIP)
<’ %
Acelera la velocidad de & Target DNA 81
la reaccidon, aumenta la &

especificidad y la
sensibilidad




Amplificaciéon isotérmica mediada por bucles
(LAMP)

== It

Resultados

A simple vista

Tintes sensibles al pH

Scott et al. (2019)

Cambio de color
debido a la variacion
del pH de la reaccion

Rojo fenol

) —

Mori & Notomi (2009)
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Reacciéon LAMP colorimétrica

Mezcla de cebadores

1L
0,2 uM F3/B3
1,6 uM FIP/BIP
0,4 UM loopF/loopR
F
= |
Ve Muestra

Master mix
5puL
WarmsStart [

Volumen final
10 yL

Colorimetric LAMP ] +—— 2,5uL H,0O
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Reacciéon LAMP colorimétrica

Cambio de color

Confirmacién

o0

» Electroforesis en gel de agarosa TBE 2%

61.5°C
45 minutos

TRTERTR:




Conjunto de cebadores LAMP

Tabla 1. Conjunto de cebadores individuales

& Delecion de 6 pb en |la primera
S S AMELY region intronica del gen de
S5 £ amelogenina
<<k =
— Region de transcripcion especifica de
TrY2 : :
testiculos 2 ligadaa Y
TV YRegion de transcripcion especifica
l v de testiculos 7 ligada a Y
o L Proteina especifica de testiculo
c_ul £ NV = TelPe codificada en Y
. = Heterochromatin & : :
2= S g o KITAMURA Regiones alfoides del cromosoma Y
55\ © _ 5
35 o 35 )
g o Male-specific region of the human Y chromosome 3 2
2 2 TSPY3+AMEL
‘t i ¢ ) KITAMURA + AMEL
N/ N KITAMURA + TSPY3
Short arm (Yp) Long arm (Yq) TSPY3+AMEL+KITAMURA
J




Sensibilidad de 1a mezcla final de cebadores

( DNA mixture (ng/pl) DNA mixture (ng/ul) DNA mixture (ng/ul) h
Conjunto de cebadores: a8 88§ 8 5 o & 28 § g 2 n3g 22 ¢ = L
“«g 233 2 Jbs 22233 bo 58 8838 L ¢
KITAMURA + AMEL + TSPY3 e e -
N 12 3 14 5 6 2 = 1 N B 4 5 & & 1 N o 4 5 8 )

Deteccion de la
concentracion de ADN
masculino

0,0001 ng/ul

-
v
d
ki
-
-

Primer mix TSPY3+ XY + KITAMURAR1 rimer mix TSPY3 + X Primer mix TSPY3 + XY + KITAMURA R3

Figura 1. Ensayo de sensibilidad del ensayo multiple LAMP: KITAMURA/AMEL/TSPY3



Rendimiento mejorado

— Pseudoautosomal
L. ., 7 regigg1 —
Co-amplificacion g
Diferentes secuencias objetivo 2 Iﬁ?}“
Genes multicopia N
= Centromere\s—; - KITAMURA

Kits de cuantificacion de qPCR
Limite: 1-6 pg/uL

S~

(bA) wue 6uoq
VAN
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Pseudoautosomal
region 2




Especificidad de LAMP

3
: 3 o 2
0 % S S .9
5. 5 & T 8
@ % S S 2 8 Y 2 %
g & 8§ % g 3 s § 3 ‘ ™\
®© = = ]
Marcadores del o §@°: & & & E 3 % g & i
%) =
S g8 g 3 £ g g T § : ADN extraido a
cromosoma Y T o o W Lo =" 4 O  L__ O partir de
humano frente a 6 B B B B BB B g % muestras de
especies animales animales
- - - e e = . machos

: - B : : : k /
=1
Contaminado con Muestra de
ADN humano testiculo

Figure 2. Especificidad de la técnica LAMP



Objetivos

| B | | BB |
4 General h o
Especiticos
Evaluar el desempeno del método
LAMP para la determinacion Difundir el uso y las diversas
molecular de sexo en humanos, aplicaciones de la técnica LAMP.

especificidad y limites de sensibilidad
incluyendo mezclas, con muestras
controladas que simulen un contexto
\ forense. / Recabar ideas sobre |la potencialidad
de LAMP con laboratorios de
probada experticia forense.

vl | CEI3 meme:
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Metodologia .- -

4 )

Coordinadores desde UDLA
Quito enviaran mezcla de
primers y muestras ciegas

para los diferentes
contextos.

-

o J

INVESTIGACION

)) Y VINCULACION

WA | B

New England Biolabs (NEB)
enviara WarmsStart®
Colorimetric LAMP 2X Master
Mix utilizando sus canales de
distribucion en los diferentes
paises (30 Labs).

J

&2 NEW ENGLAND

“BioLabs..

enabling technologies in the life sciences
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Muestras ciegas DNA

vy | BB |
Sensibilidad del ADN Sensibilidad de las mezclas
masculino ADA Masculino
[ 1-0,01-0,0001 - 0,0000] 1 0,01 - 0,0001 - 0,0000]1
ng/uL ng/uL
ADN Fememno @
Especificidad 3,75 ng/uL
Muestras de AND animal
» Felis catus (gato) » Sus scrofa (cerdo)
» Canis lupus familiaris (perro) » Bos taurus (toro)

=  Mus musculus (raton) » Fquus caballus (caballo)




MetOdOIOgia eseesss

4 )

Reactivos suficientes para
realizar 50 rxn de 15 yL
(triplicado).

Exceso para evaluar algunas
muestras de referencia propias.

N Y,
WA | B

INVESTIGACION
) Y VINCULACION

4 )

Participantes deben enviar:
Registros fotograficos en plantilla
estandar y formato de resultados.

**Opcional: registros electroforesis
agarosa al 2%.

o J

57 .\{ NEW ENGLAND

b iOLCle -

enabling technologies in the life sciences
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Metodologia -

4 )

Coordinadores: recopilar resultados

y emitir informe preliminar en las
jornadas GHEP 2023 (Cartagena).

Discusion de resultados, articulo
cientifico (1 autor por Laboratorio).

N Y,
WA | B

INVESTIGACION
) Y VINCULACION
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REQUISITOS:

Ser socios del GHEP-ISFG y estar al dia
en sus cuotas de mantenimiento.

Pagar cuota de participacion de 50
Euros en el plazo establecido

4



Plazos?? . .
; )

Fecha limite de inscripcion: 31 de noviembre 2022

Fecha limite de pago: 7 de febrero 2023

Fecha limite para el envio de los resultados: un mes antes GHEP julio
20237
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ISFG 2022
INTERNATIONAL SOCIETY FOR
FORENSIC GENETICS

/Leonor Gusmao, UERJ, Rio de Janeiro, Brazil: leonorbgusmao@gmail.com

Jacobus de Ward, UDLA, Quito, Ecuador: jacobusdeward@gmail.com

Ameéricas, Quito, Ecuador:

German Burgos Figueroa, Universidad de Las
hgermanburgosf(@yahoo.com, german.burgos@udla.edu.ec
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Thank you !
Gracias!
()brlgad()

Katherin
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