Ejercicio de genotipado de SNPs: Fase 2

Estimados colegas del Grupo de Habla Espafiola y Portuguesa de la ISFG:

Nos complace anunciarles el comienzo de la segunda de las dos fases de las que consta el ejercicio
de genotipado de SNPs propuesto en la reunién del grupo celebrada en Buenos Aires el pasado
septiembre de 2009 y cuya primera fase de participacion tuvo lugar durante la primavera de 2010.
Los resultados de esta primera fase fueron comunicados en la reunidn del grupo celebrada en
Granada el pasado junio de 2010.

Esta segunda fase consistira en el genotipado del conjunto de 52 SNPs autosdmicos en las
muestras M1, M2 y M3 del Ejercicio de Intercomparacién del GHEP 2012. El método sera el
desarrollado por Sanchez et al que se publicé en 2006 [1]. Este conjunto de marcadores y el
protocolo de trabajo que los acompafia han sido validados para su uso forense (Musgrave-Brown
et al, 2007) y su aplicacion a la casuistica probada con éxito (Phillips et al, 2008, Fondevila et al,
2008). Esta segunda fase es gratuita y los laboratorios que quieran participar deberan comunicarlo
por correo electrénico a cualquiera de estas dos direcciones de contacto, indicando claramente el
nombre completo del laboratorio:

Vanesa Alvarez: vanesa.alvarez@usc.es

Lourdes Prieto: lourditasmt@gmail.com

Aquellos laboratorios que no hayan participado en la primera fase del ejercicio podran hacerlo
ahora siempre que dispongan de las muestras M1, M2 y M3 del Ejercicio de Intercomparacién del
GHEP 2009 y abonen 50 euros en la plataforma de pago online http://www.gep-

isfg.org/ISFG/Castellano/Control de calidad/formas pago.php. Igualmente, ademas deberan

comunicarlo por correo electrénico a cualquiera de las dos direcciones de contacto anteriores.

Es obligatorio, para la participacion en ambos ejercicios, que al menos una persona del laboratorio
participante sea socia del GHEP.

Para la publicacidn final se establece, ademas, el limite de dos autores (que deberan ser miembros
del GHEP-ISFG y estar al corriente del pago de la cuota de socio) por cada grupo participante.

Plazo de Inscripcidn en los ejercicios: Hasta el 31 de Marzo de 2012
Plazo de envio de resultados: 15 de Mayo de 2012

Muchas gracias por vuestra participacion!!
EJERCICIO COLABORATIVO SNPs AUTOSOMICOS
Para este ejercicio se suministraran los primers necesarios para realizar el genotipado:

a) De los 10 marcadores que se analizaron en la primera fase a los laboratorios que no
participaron en su dia y que quieran participar ahora, previo pago.
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b) De los 52 marcadores que se analizaran en la segunda fase a todos los laboratorios.

El método de tipado que se utilizara para el analisis de las muestras del ejercicio sera

minisecuenciaciéon con el kit SNaPshot ™ de (Applied Biosystems), tecnologia con la cual los

laboratorios participantes ya han tenido experiencia tras la primera parte del ejercicio.

El trabajo de laboratorio consistira en los siguientes apartados:

- PCR multiplex

o

Para la primera fase: Se amplifican los 10 marcadores en una Unica reaccion de
PCR usando el mix de primers suministrado. Esta mezcla de primers se encuentra
ya optimizada para rendir productos de reaccion adecuadamente equilibrados.

Para la segunda fase: Se amplificaran los 52 marcadores en una Unica reaccion de
PCR usando los dos mixes de primers que se suministran, rotulados como PCR Aly
PCR A2. Cada uno de estos dos mixes contiene los oligonucledtidos necesarios
para la amplificacién de una parte de los marcadores incluidos en el set de 52.
Pese a que ambos mixes estan pensados para su uso conjunto en una PCR 52-plex,
también es posible su uso individual en dos PCRs separadas, recomendado en
aquellos casos en los que la eficiencia de PCR sea baja. Se recomienda a los
participantes aplicar la PCR52plex en el ejercicio, no obstante, si decidieran
amplificar los 52 marcadores en dos PCRs independientes (Autol y Auto2) se
ruega que lo indiquen en la hoja de resultados.

- Limpieza de producto de PCR con EXO-SAP (primera y segunda fase del ejercicio)

- Reaccion de minisecuenciacion

o

Para la primera fase: Una reaccion multiplex de los 10 marcadores, realizada con
el mix de sondas optimizado que se suministra.

Para la segunda fase: Este paso se compone OBLIGATORIAMENTE de dos
reacciones multiplex independientes correspondientes a los marcadores
contenidos en Autol y Auto2. Se suministran dos mixes de sondas a los
participantes (Al y A2) para la minisecuenciacién de Autol y Auto2. Ambas
reacciones estan pensadas para partir de producto de PCR obtenido en formato
52-plex de una misma reaccién de PCR.

- Limpieza con SAP de los productos de minisecuenciacion (primera y segunda fase del

ejercicio)

- Separacion electroforética de los productos de minisecuenciacién (primera y segunda

fase).



SNPs a genotipar en la primera fase del ejercicio:

rs-number
rs1490413
rs1029047
rs763869
rs735155
rs2107612

SNPs a genotipar en la segunda fase del ejercicio:

rs-number
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A los laboratorios participantes se les haran llegar los siguientes componentes:
- Mix de primers de:
0 Primera fase: primers de PCR 10 plex y sondas de minisecuenciacion 10plex

0 Segunda fase: primers de PCR Autol y Auto2 y mix de sondas de
minisecuenciacion Autol y Auto2 de minisecuenciacion.

- Protocolo de las reacciones a realizar.

- Perfiles obtenidos para una muestra de referencia (ADN 9947a) para los 10 y los 52
marcadores incluidos en las pruebas.

Cualquier otro material necesario para la realizacion del ejercicio habra de ser obtenido por el
propio laboratorio participante.
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