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EXERCICIO DE INTERCOMPARACAO
“‘ESTUDO DE POLIMORFISMOS DE DNA EM MANCHAS
DE SANGUE E OUTRAS AMOSTRAS BIOLOGICAS”

INSTRUCOES EXERCICIO EIADN-33 (2025)

1. ITENS ENVIADOS E INSTRUCOES PARA O SEU TRATAMENTO

EIADN-33 (2025) /MODULO DE PARENTESCO NiVEL BASICO
¢ M1,M2, M3

EIADN-33 (2025) /MODULO FORENSE NiVEL BASICO

¢ M4, M5

EIADN-33 (2025) /MODULO FORENSE

L M6, M7, M8
* M9 (para identificagdo ndo humana)

Itens de referéncia

O item M1 consiste numa mancha de sangue aplicada em meta de um cartdo Ahlstrom-Munksjé GenCollect (Forensic DNA Grade
cumpre os requisitos I1SO 18385).

O item M2 consiste numa mancha de sangue aplicada em meta de um cartdo Ahlstrom-Munksjé GenCollect (Forensic DNA Grade
cumpre os requisitos I1SO 18385).

O item M3 consiste numa mancha de sangue aplicada em meta de um cartdo Ahlstrom-Munksjé GenCollect (Forensic DNA Grade
cumpre os requisitos I1SO 18385).

Itens forenses

O item M4 consiste numa mancha forense aplicada num suporte.

O item M5* consiste em cabelo ou pélo sem raiz.

Os itens M6, M7, M8 e M9 sdao manchas forenses aplicadas em diferentes suportes.

Tratamento

Os itens s@o preparados com fluidos biolégicos ou cabelos/pélos de voluntdrios presumivelmente sauddveis, De qualquer forma,
devem ser tratados como material potencialmente infeccioso e devem ser manuseados com todas as precaugdes habituais de
seguranga para este tipo de item.

Estas precaugdes incluem:

e Usar luvas, mdscara e bata durante todo o processo.
e De preferéncia em cdmara de seguranga bioldgica.

Precaucdes extremas foram tomadas para garantir a homogeneidade dos itens, no entanto os participantes devem realizar uma
amostragem, tomando uma amostra representativa do item, assim como fariam num caso real.

Precaucdes extremas foram tomadas para evitar a contaminacdo durante a amostragem e durante a preparacdo dos itens. * No
caso de cabelo ou pélos antes de proceder a sua extracgéo, o laboratdrio deve eliminar a potencial contaminagédo da superficie,
conforme estabelecido nos protocolos de extrac¢do deste tipo de item.

Os dadores das amostras entendem que se realizardé das mesmas um uso anénimo e exclusivo para o Exercicio de
Intercomparag¢éo GHEP-ISFG e, adicionalmente, como material de referéncia e/ou controle de qualidade do laboratdrio, sendo
analisadas por meio de técnicas de uso forense e sempre empregues para fins de identificagdo humana, analisando regiées ndo
codificantes ou que ndo fornecam informagdes sensiveis sobre o dador.
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2. INSTRUCOES PARA O PREENCHIMENTO E ENVIO DO FORMULARIO ELECTRONICO

ATENCAO: A coordenadora do exercicio ira notifici-lo por e-mail quando o formulério electrénico estiver
disponivel na pagina do GHEP-ISFG: https://ghep-isfg.org/pt/proficiency/

E obrigatdrio enviar os resultados do exercicio através desse formulario. Se algum laboratério tiver problemas em aceder ao
formulario electrénico, entre URGENTEMENTE em contacto connosco (intcf.eiadn@justicia.es).

. O formulario pode ser acedido através do menu Exercicio de Intercomparagao e aceder ao Formulario 2025.

. Para aceder ao formulario electrénico deve utilizar as senhas (usuario e password) da pessoa que realizou a inscri¢do

e Apds o preenchimento do formuldrio electrénico, reveja o seu conteddo antes de envia-lo. Assine-o eletronicamente, envie
para intcf.eiadn@justicia.es ou anexe-o na pagina web. Se o assinar manualmente, imprima-o na integra (com todas as
paginas, preenchidas ou ndo) e envie por correio normal.

. Direccdo postal de envio: Att: Koro Fernandez. Servicio de Garantia de Calidad. Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias
Forenses. C/José Echegaray, 4. 28232 Las Rozas. Madrid. Espanha.

¢ Além disso, solicita-se o envio dos registos de analises que devem ser submetidos através da pagina web.:
eletroferogramas (ou copias de géis) e calculos estatisticos realizados (manuais e/ou informatizados) para a avalia¢do dos
resultados.

. Data limite para envio dos resultados: 15 de Maio de 2025 as 22:00 GMT; nio se permitird o acesso ao

formulario electrénico apds esta data e hora.

TABELAS1a4

e NaTabela 1, indique em cada campo um Unico método de extrac¢do / purificagdo / concentracdo e quantificacdo de DNA.

¢ No caso de indicar em algum campo 'Outro’, especifique o método na coluna correspondente 00 'Especificar'.

¢ Nas Tabelas 3 e 4, entende-se que os mesmos procedimentos sdo utilizados para todos os itens de referéncia, bem como para
as duas frac¢des do mesmo item questionado. Se desejar fazer algum comentario adicional a detalhes das tabelas anteriores,
indique-o na secgdo 1.5 (nivel basico) ou na sec¢do 1.6 (nivel avangado).

TABELA 5

e Preencha esta secgdo caso participe no Médulo Forense.

+ E obrigatério completar esta sec¢do para que a natureza dos fluidos dos itens forenses seja avaliada no certificado, detalhando
a metodologia utilizada para a analise da natureza dos mesmos. No entanto, a avaliacdo sera realizada sobre os resultados
reportados no ponto 3.2.1 (nivel basico) ou no ponto 3.1.1 (nivel avangado).

TABELA 6

¢ Lembre-se de que é obrigatdria a participagdo com um minimo de 12 STRs autossémicos (pelo menos 7 STRs do CODIS).

¢ Antes de adicionar um novo marcador, confirme se ele ja ndo estda contemplado na tabela correspondente. Os campos em
branco serdo usados unicamente para colocar os marcadores que nao existam nas tabelas.

¢ Indique os alelos separados por um hifen - e sem espagos em branco; no caso de homozigéticos, indicar apenas um alelo.
Exemplos: X-Y X 14-15.

¢ Os alelos devem ser informados do menor para o maior. No caso dos alelos microvariantes, designe-os indicando o nimero
de repeticdes completas seguido de um ponto e o nimero de bases da repeti¢do incompleta. Exemplo: 9.1-11.

e Apenas um maximo de dois alelos pode ser incluido nas colunas correspondentes aos itens M1, M2 e M3. Os item M4, M6, M7
e M8 podem ser uma mistura e, portanto, é possivel incluir mais do que dois alelos. Em todas as colunas, os alelos tém de ser
escritos do menor para o maior.

¢ No caso dos dados correspondentes a andlise de STRs do cromossoma Y, serdo aceites tanto a nomenclatura proposta pela
ISFG como a nomenclatura proposta pelo NIST.

e Em M4, M6, M7 ou M8, é obrigatorio preencher a coluna sombreada com todos os alelos totais detectados. Exemplo: (9-11-

15-17), independentemente do método de extracgdo utilizado. A avaliagdo sera realizada sobre os resultados reportados
nesta coluna.
e No caso de também efectuar a lise diferencial, pode especificar os alelos obtidos em cada fraccdo na coluna correspondente

(primeira fraccdo / segunda fraccdo). A segunda fracgdo é entendida como a fracgdo espermatica.
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TABELA 7

¢ Lembre-se que se exige a edigdo de, pelo menos, as regides HV1 e HV2

¢ Indique as posigdes inicial e final das regiGes editadas (por exemplo, 73-340/16024-16365). No entanto, serdo avaliados no
certificado os haplétipos obtidos a partir da edigdo da regidgo HV1 entre as posi¢oes 16024-16365, a regido HV2 entre 73-340 e
aregido HV3 entre 438-574.

¢ Informe os haplétipos de acordo com as diferengas em relagdo a rCRS segundo a nomenclatura médica (Ex.: A263G -325.1C
A523DEL T16217C) ou forense (Ex.: 263G 325.1C 523DEL 16217C), comegando com o nucleétido de menor nimero (isto é,
partindo da regido HV2) sem deixar espago entre a posicdo e a base e separando as diferengas em relagdo a rCRS com um
espaco e sem virgulas.

» ATENGAO: Preste especial atencio & nomenclatura de insercdes e deleccdes.

e Separa M4, M5, M6, M7 ou M8, realiza uma lise diferencial, indique os haplétipos de cada fracg¢do na linha correspondente; no
caso de lise total, coloque o hapldtipo obtido na primeira linha.

¢ Observagdes e conclusdes dos resultados de DNA mitocondrial: indique qualquer outro resultado ou dados nao reflectidos que
deseje incluir, referenciando o item (por exemplo, uso de outro primer).

Estudos tedricos

e Siga as instrugdes especificas detalhadas nas secgBes correspondentes do formuldrio e use todas as informagGes fornecidas
para a resolugdo dos supostos tedricos.

e Para uma melhor gestdo do formulario, é disponibilizado um menu descendente com o nome de diferentes softwares, embora
nem todos sejam, necessariamente, aplicaveis na resolugado de cada caso especifico.

e Para os célculos estatisticos referentes a STRs autossomicos, use sempre as frequéncias alélicas indicadas na tabela do Anexo.

« ATENCAO: Nas Tabelas 8 e 10 e em outras seccdes onde s3o solicitadas as estimativas de frequéncias, LR ou equivalentes,

efectue as operagées com todas as casas decimais, mas no formuldrio, coloque os valores com 4 casas decimais separadas

do numero inteiro com uma virgula, aplicando arredondamento e notacdo cientifica (formato Excel). Ex. 4,56735 seria
indicado como 4,5674E+00; 0,123456 seria indicado como 1,2346E-01.

TODOS OS COMENTARIOS E OBSERVACOES FEITOS NAS SECCOES CONCEBIDAS PARA ESTE FIM, SERAO PUBLICADOS NO
RELATORIO FINAL, PELO QUE SE RECOMENDA A NAO FORNECER QUALQUER DADO QUE POSSA COMPROMETER O ANONIMATO
DO LABORATORIO.

3. INSTRUCOES PARA O ENVIO DOS REGISTOS DE ANALISE: ELECTROFEROGRAMAS (OU GEIS) E
CALCULOS ESTATISTICOS

E obrigatério o envio dos registos finais, devidamente identificados, dos perfis genéticos de STRs, das sequéncias de mtDNA e dos
calculos estatisticos, de acordo com as seguintes instrugdes:

3.1 Sistemas automaticos. Marcadores STR (autossémicos, X e Y)

Os electroferogramas de cada um dos itens deverdo ser enviados para todos os marcadores para os quais os resultados sdo
emitidos. Lembre-se de que a participagdo com um minimo de 12 STRs autossomicos é obrigatéria (pelo menos 7 STRs do
CODIS). Cada electroferograma devera ser identificado com o cédigo do item e o nimero do selo (que identificard o
laboratdrio). Se identificar os electroferogramas com o nome do laboratdrio e ndo com o niumero do selo, entende-se que esta
a renunciar a confidencialidade. Os seguintes dados também devem estar contidos nos electroferogramas:

e Atribuicdo alélica
e Altura (em RFU) dos picos
¢ Tamanho em pares de bases (pb).
Para aqueles alelos ndo incluidos nos ladders alélicos (fora do ladder), o tamanho devera ser atribuido (em pb).

Deverdao também ser enviados os electroferogramas dos ladders utilizados na analise.

No caso dos sistemas ABI, recomenda-se imprimir os electroferogramas gerados com Genemapper ou Genotyper.

O envio pode realizar-através da pagina web (arquivos pdf)

Pagina 3 de4
06/02/2025




INSTRUGCOES EXERCICIO 33 (2025)

3.2 Sistemas manuais. Marcadores STR (autossémicos, X e Y)

No caso de sistemas de detecgdo manual por coloragdo com nitrato de prata, é necessario enviar uma copia da imagem do gel
bem identificada com o cddigo do item, o nimero do selo (como identificacdo do laboratério), o nome de cada um dos
marcadores e a atribui¢do alélica.

3.3 Sequéncias de DNA mitocondrial

Devem ser enviadas preferencialmente as sequéncias dos primers forward e reverse alinhadas em relagdo a sequéncia de
referéncia e usando a nota¢do numérica da rCRS (Andrews RM, Kubacka I, Chinnery PF, Lightowlers RN, Turnbull DM, Howell
N. Reanalysis and revision of the Cambridge reference sequence for human mitochondrial DNA. Nat Genet. 1999
Oct;23(2):147). Na falta destas, deverdo ser enviados os electroferogramas gerados para cada um dos primers utilizados
(forward e reverse) em cada um dos itens. Cada electroferograma deverd estar identificado com o cédigo do item, o numero
do selo (que identificara o laboratério) e o primer usado.

Os registos deverdo estar a cores. O envio pode realizar através da pagina web (arquivos pdf)

3.4 Calculos estatisticos dos exercicios tedricos

Os registos gerados durante o uso de programas informaticos deverdo ser enviados ou, se o cdlculo for feito manualmente, as
formulas utilizadas deverdo ser enviadas, para a realizagdo de todos os calculos estatisticos solicitados nos estudos tedricos e
desafios tedricos. Cada registo deve ser identificado com o niumero do selo (como identificagdo do laboratério) e o estudo
tedrico correspondente.

O envio pode realizar-através da pagina web (arquivos pdf)

Para qualquer duvida ou esclarecimento, ndo hesite em nos contactar: intcf.eiadn@justicia.es

¢ LEMBRE-SE de que é necessario enviar o formulario preenchido devidamente assinado, todos os dados originais
(electroferogramas, géis), bem como uma cépia dos registos dos calculos estatisticos obtidos manualmente ou através de
programas informadticos, para poder receber o certificado de participacdo no exercicio.

PARA QUALQUER DUVIDA SOBRE A AVALIACAO DOS RESULTADOS CONSULTE AS BASES DE PARTICIPACAO NA PAGINA WEB
https://ghep-isfg.org/pt-pt/control-pt/bases-de-participacion/
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