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Nota aclaratoria_sobre el documento _: Se entiende que existe multitud de enfoques en la “interpretacién de
mezclas”, y que cada caso que se da en la casuistica diaria es diferente. Muestra de ello es la multitud de
bibliografia existente al respecto (revisar “referencias” al final del documento). Teniendo en cuento esto, los
autores quieren manifestar que:

- El presente documento ha sido elaborado por la Comisién de Mezclas del GHEP-ISFG, tras la valoracion de
los ejercicios colaborativos sobre mezcla (GHEPMIX) y la validacion interna desarrollada para este tipo de
perfiles, como se comentara mas adelante.

- Este documento recoge exclusivamente la opinién personal de los autores del mismo. Por tanto, no puede
ser entendido como unas recomendaciones oficiales emitidas por el GHEP-ISFG, sino sencillamente como
un documento guia, de caracter consultivo, generado por esta Comisién de Mezclas del GHEP-ISFG.

Objetivo :

La interpretacion y valoracion de los perfiles mezcla (STRs autosémicos) es sin duda alguna
una de las principales dificultades con las que los laboratorios forenses se encuentran en su
quehacer diario. Numerosos grupos de trabajo cientificos han editado recomendaciones y
guias para abordar el andlisis y valoracion de este tipo de perfiles (Clayton et al., 1998; Gill
et al., 2006; Gill et al., 2008; Schneider et al., 2009; Stringer et al., 2009; Budowle y cols.,
2009; Meulenbroek et al., 2011; Benschop et al., 2012). Sin embargo, a pesar de ellas, la
dificultad interpretativa y la falta de un criterio Unico constituyen importantes retos con los
que los laboratorios se enfrentan.

Con el presente documento se pretende ofrecer una guia para que los laboratorios
integrantes del GHEP-ISFG puedan emplearlo en su labor diaria. No pretende por tanto dar
“formulas magicas” sino poner sobre la mesa la problematica que se plantea y posibles
herramientas de solucién que los laboratorios deben desarrollar.

Este documento estq basado en la literatura cientifica existente al respecto, y en los
procesos de validacion llevados a cabo en algunos de los laboratorios que componen el
GHEP-ISFG, asi como en las conclusiones extraidas a partir de los ejercicios inter-
laboratorio organizados por el propio GHEP-ISFG [ejercicios para la interpretacion de
mezclas de perfiles STRs autosomicos, GEPMIX1(2009), GHEPMIX2(2010) vy
GHEPMIX3(2011)] y del | Workshop sobre “Interpretaciéon de mezclas de perfiles STRs
autosémicos”.

! Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses. Departamento de Barcelona. C/ La Mercé, 1 — 08002 Barcelona. Tel.:
+34 93 3174061 / Fax: +34 93 3182530
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Introduccion y presentacion del problema

El avance tecnolégico llevado a cabo en torno a la PCR (con el desarrollo de kits
comerciales cada vez mas sensibles), asi como en los sistemas de deteccidén de fragmentos
mediante secuenciadores automaticos, ha permitido incrementar el grado de sensibilidad, lo
gue permite valorar mezclas mas complejas (no equilibradas y con alguno de sus
componentes en estado minoritario).

Tal y como se mencionaba anteriormente, ante la imposibilidad de establecer una estrategia
Unica de interpretacién de perfiles mezcla, si se hace necesario fijar unos criterios como
requisitos minimos para su interpretacion. Estos han de constituir los criterios Unicos
dentro de un mismo laboratorio; han de ser objetivos , es decir, han de estar basados en
una validacién interna dentro del propio laboratorio; se han de definir unos limites de
calidad en la aceptacion de perfiles mezclas; y en definitiva, han de suponer una
estandarizacion , en la medida de lo posible, entre laboratorios, fundamentalmente de cara
a la presentacion de los resultados en las vistas orales de los juicios, o0 para una eventual
introduccion del perfil mezcla en base de datos.

De este modo, como se ha detallado en el parrafo anterior, en base a los requisitos minimos
que se pretenden establecer con el presente documento, cada laboratorio deberia
determinar, segun la validacién interna, una serie de parametros que permitan tomar
decisiones en la interpretacion de perfiles mezcla. En cualquier caso, se ha de insistir en la
importancia de llevar a cabo dicha validacion interna, y que constituird un bloque importante
del presente documento.

Sirviendo como guia para interpretar los perfiles mezclas la propuesta publicada por Clayton
y colaboradores (1998), se proponen los siguientes pasos:

1. Asignacion de alelos, para la cual se deberdn de emplear los umbrales
establecidos por cada laboratorio, mediante una validacion interna.

2. Confirmacién de un perfil mezcla, a través del establecimiento de parametros /
umbrales, determinados también mediante una validacion interna.

3. Estima del numero de contribuyentes.

4. Estima de la proporcion de los contribuyentes en la mezcla.

5. Establecer los criterios a valorar para los dos puntos siguientes, es decir, para la
“categorizacion de la mezcla” y para la “toma de decisiones”.

6. Clasificacion / categorizacion de la mezcla.

7. Toma de decisiones

8. Valoracion estadistica

En base a dichos pasos, y como se ha mantenido en péarrafos anteriores, la primera cuestion
sera disefiar una completa validacion para obtener los umbrales a aplicar para los pasos del
1 al6.
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0. Proceso de Validacion de los Umbrales de Decisié  n:

Para el procedimiento de validacion se recomienda seguir las indicaciones técnicas basicas
referenciadas por el NIST (National Institute of Standards and Technology, EEUU) a través
de Butler (2006b), las especificaciones de la Scientific Working Group on DNA Analysis
Methods (SWGDAM, 2003), los estandares de la DNA Advisory Board (DAB, 2000), asi
como las recomendaciones del Grupo de Trabajo de ADN de la European Network of
Forensic Science Institutes (ENFSI DNA WORKING GROUP, 2010), y las directrices
marcadas por la UNE-EN ISO/IEC 17025:2005 en su punto 5.4.

De forma mas especifica al tema de validacion de mezclas, se recomienda seguir las
directrices también marcadas por el NIST, a través de Butler (2010a, 2010b, 2010c, 2010d),
Grgicak (2010), Coble (2010a, 2010b), Cotton (2010), Word (2010a, 2010b) y Moretti y
colaboradores (2001a, 2001b). Y fundamentalmente, las especificaciones de la SWGDAM
(2010) en su “Guia de Interpretacion para el tipaje de STR autosdmicos por laboratorios
forenses de analisis de ADN". Dicha guia recomienda a su vez una revision de la bibliografia
existente al respecto, para consensuar terminologia y criterios. Con lo que se puede
destacar las referencias de las directrices de Clayton y colaboradores (1998), y el articulo de
Budowle y colaboradores (2009), que supone una importante revision sobre la
“Interpretacion de Mezclas”. También representa una lectura obligada las recomendaciones
de la ISFG (Gill et al., 2006), y las comisiones de Reino Unido (Gill et al., 2009), Alemania
(Schneider et al., 2009), Australia (Stringer et al., 2009), y Holanda (Meulenbroek et al.,
2011; Benschop et al., 2012).

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, a continuacion se sugieren los distintos
umbrales/parametros que ayudaran al laboratorio a la toma de decisiones en el proceso de
interpretacion de perfiles mezcla. Se recalca la importancia de cada uno de ellos,
proponiéndose a su vez una posible estrategia de validacion y el modo de valorarlo. En
cualquier caso, se ha de destacar que cada laboratorio deberd acomodar o disefiar la
estrategia de validacién que mejor se adapte a sus propias caracteristicas y/o necesidades.
Y se insiste en que lo que se plantea en el presente documento es una propuesta, utilizada
ya en algunos laboratorios.

0.1. Umbral Analitico (UA)

Concepto

Es el valor (en RFUS) que, en las condiciones analiticas empleadas por el propio laboratorio,
genera la confianza suficiente para asegurar que cualquier pico dado a ese umbral o por
encima del mismo, es realmente un amplicon de PCR (Budowle et al., 2009). Se trata, por
tanto, del valor por debajo del cual los picos no pueden ser distinguidos del ruido de fondo
(Butler, 2006). En definitiva, nos permite discriminar entre un pico y el ruido de fondo, y es
dependiente de las condiciones y sistemas analiticos.

Propuesta de Validacién
Tendra que ser determinado en cada sistema de electroforesis capilar (EC) de forma
empirica (SWGDAM, 2010). Se hace necesario emplear cualquiera de los métodos
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referenciados en la bibliografia: métodos que usan los datos de controles negativos o
blancos , o aquellos que usan los datos derivados de diluciones seriadas de ADN . Sin
embargo, el método que se recomienda, por su simplicidad, esta fundamentado en la
“valoracion de los Negativos”, pues se considera ofrece una idea mas clara del “andlisis de
la sefial del ruido de fondo”. De este modo, se recomienda el empleo de al menos 5 “blancos
de electroforesis” (muestras que so6lo contienen marcador interno de pesos moleculares), los
cuales se deberian de inyectar en al menos 2 carreras diferentes, y en cada una, al menos
en 5 ocasiones cada blanco.

Ademas, se debe considerar que el ruido de fondo depende de diversos factores como son
la cantidad de ADN empleado en la reaccién de PCR, los parametros electroforéticos
(tiempo de inyeccién y voltaje de electroforesis), variaciones/oscilaciones a lo largo del
tiempo de uso del instrumento, equipo empleado o incluso el propio canal, existiendo
diferencias entre los distintos canales de color. El laboratorio debe considerar estos
aspectos antes de decidir el método a emplear para la obtencion del UA. La bibliografia
recoge para el UA un valor de 50 RFUs (Butler, 2006), sin embargo, este valor es
simplemente una aproximacion que debe ser constatada por el propio laboratorio.

Célculo

El método recomendado para el calculo del “umbral analitico” esta basado en aplicar dos
veces la diferencia de intensidad entre el pico mas alto y la linea de base del ruido de fondo
(SWGDAM, 2010) (ver Figura 1). Para la obtencién de dicho umbral se recomienda ademas
emplear la sistematica adecuada (Grgicak, 2010), y aplicar los andlisis estadisticos
oportunos para su correccion (p. ej. analisis de valores atipico u outlier).

> 2 Hp-p UA

4+ |2xHp-p

Hp-p

Figural. Representacion grafica de la forma de calcular el Umbral Analitico
(UA), como dos veces la diferencia de intensidad entre el pico mas alto
y el méas bajo del rido de fondo: 2xHp-p (SWGDAM, 2010). El pico
representado deberia ser considerado como pico-alélico, pues se
encuentra por encima del umbral establecido.

0.2. Umbral Estocastico (UE)

Concepto

La presencia en la mezcla de componente/s en cantidades de ADN minimas puede derivar
en la aparicion de fendmenos estocésticos que se manifiesta con situaciones desde
desbalanceo alélico hasta pérdidas de alelo, con el consiguiente riesgo en la interpretacion
final del resultado. Budowle y colaboradores (2009) proponen establecer un valor umbral
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que ofrezca confianza ante los efectos estocasticos. El valor umbral que denominan MIT
(Match Interpretation Threshold) muestra al laboratorio el valor, por encima del cual, es
razonable admitir que no ha existido una pérdida alélica (drop-out) en heterocigosis, y por
tanto, se debe asumir que la presencia de un solo alelo debe considerarse como un
genotipo homocigoto para ese locus (ver Figura 2).

Segun Butler (2006), dicho nivel esta aproximadamente en torno a los 150 -200 RFUs.
Ademas, Butler (2006) también lo define como el nivel de ADN cuantificable por debajo del
cual el perfil puede mostrar picos en grave desequilibrio (relacion de altura de los picos
inferiores al 60%).

--------------------- Umbral Estocastico

Y2 Umbral Analitico

M W M M Ruido de fondo

Figura2. Representacion grafica del Umbral Estocastico (UE) frente al
Umbral Analitico (UA). En el ejemplo de la izquierda, aunque el pico
representado seria considerado como pico-alélico, no se tendria la
seguridad de que no ha habia una pérdida alélica. En el ejemplo de
la derecha, seria razonable admitir que no ha habido una pérdida
alélica en heterocigosis.

Propuesta de Validacion

Para calcular este umbral, se recomienda emplear diluciones seriadas pre-PCR de muestras
seleccionadas que cumplan una serie de requisitos: previamente deben de haber sido
analizadas, es decir, de genotipo conocido; y que preferiblemente tengan un elevado
numero de sistemas heterocigotos (Gill et al., 2008 y 2009). Se recomienda ademas, para
alcanzar la suficiente confiabilidad, que las muestras que se encuentran en el rango donde
comienzan a producirse pérdidas alélicas (drop-out’s), sean sometidas a sucesivas
repeticiones, hasta un total de 5 (Butler et al., 2004). Sin embargo, al igual que en el caso
anterior, diversos factores (kit y equipo empleado, input de ADN, condiciones de
electroforesis ...) pueden hacer variar ese valor del UE. Por tanto, el laboratorio debera
validar ese umbral para cada una de las condiciones de trabajo rutinarias (Butler, 2006b; Gill
et al., 2008 y 2009; Budowle et al., 2009; Puch-Solis et al., 2011). Por ejemplo, se deberia
de tener un UE diferente para cada sistema de analisis y cada kit comercial.

Calculo

Habria basicamente 2 opciones para el célculo del UE: se tomaria el valor en RFUs del alelo
mayor para el cual se observa que en marcadores heterocigotos no se aprecia pérdida
alélica (drop-out alélico) (SWGDAM, 2010), o el tamafio maximo (en RFUs) del alelo
compariero observado en caso de drop-out (Gill et al., 2008).
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En cualquier caso, siempre es recomendable revisar la bibliografia a la busqueda de
cualquier actualizacion al respecto (p.ej. Gill et al., 2009; Westen et al., 2012). Como es el
caso del método mas o menos elaborado, propuesto por Gill y colaboradores (2009), para el
célculo del umbral estocastico (0o como ellos proponen, “umbral low-template-DNA”),
consistente en valorar la probabilidad de drop-out, representandola frente a la altura del
alelo superviviente.

0.3. Umbral de “stutter” (US)

La aparicién de picos stutter no suele generar problemas interpretativos en perfiles Unicos,
sin embargo, si que lo es en la interpretacion de perfiles mezcla. Para la interpretacion de
los resultados de tipaje de ADN, la SWGDAM (2010) establece (punto 3.1.) la necesidad de
la valoracion de los picos no alélicos (no-allelic peaks). Entre estos resalta, a parte la
“adicion de nucleétidos no dependientes de templado”, fluorocromos desasociados o la
separacion espectral incompleta, los stutter . Las bandas stutter constituyen una de las
causas mas comunes de aparicion de extra-bandas durante el proceso de electroforesis.
Estas bandas de repeticion son bandas producidas por perdida o ganancia de una o dos
repeticiones completas en el momento de la replicacién durante la PCR (Walsh et al., 1996;
Butler, 2005; Coble, 2010a).

Revisando la bibliografia (Moretti et al., 2001a; Krenke et al., 2002; Greenspoon et al., 2004;
Mulero et al., 2008; Hill et al., 2011), se puede observar que el porcentaje de aparicién de
bandas stutter es dispar, en funcion del kit comercial empleado, el locus considerado, o
incluso, entre alelos de un mismo locus.

Concepto

Segun se recoge en la guia SWGDAM (2010) (punto 3.5.8.2 y 3.5.8.3.), el valor del umbral
de stutter, estimado en porcentaje (%) respecto al alelo principal, marcara el valor por
encima del cual es razonable categorizar un determinado pico como alelo. En caso
contrario, es decir, un valor de pico en posicion stutter por debajo del valor del umbral de
stutter aceptado, no podra descartarse como pico real y debera ser sometido a
consideracion por parte del laboratorio.

Propuesta de Validacion

A pesar de la variabilidad con la que el umbral de stutter se presenta, la mayor parte de
laboratorios emplean un valor medio de umbral del 15 % (Butler, 2005). Ahora bien, la guia
de la SWGDAM (2010) establece (punto 3.1.1.1.) que dicho umbral y cualquier otro, ha de
estar basado en criterios empiricos, es decir, en caracteristicas cualitativas y/o cuantitativas
de los picos.

A partir de muestras indubitadas, que a priori se supiera pertenecian a muestras de fuente
Unica, y que hubieran sido amplificadas en condiciones habituales del laboratorio (recogido
en los procedimientos de trabajo del mismo), la metodologia recomendada consiste en
valorar los productos stutter, al menos por locus, para una poblacion relevante. Aunque lo
ideal son al menos 5 observaciones de cada alelo (Coble, 2010a), ante la dificultad de
conseguir 5 individuos diferentes por cada alelo recogido en la escalera alélica, y mas si se
considera el elevado polimorfismo que presentan algunos locus, se recomiendo el empleo
de una poblacion (o a partir del histérico de muestras del laboratorio) de al menos 150
individuos.
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Célculo

El célculo del ratio stutter, como ampliamente estd descrito en la bibliografia (Moretti et al.,
2001b; Leclair, 2004; Butler, 2005; Coble, 2010a; Westen et al., 2012), deberan consistir en
dividir el valor en RFUs del pico -4 o +4 (en el caso del marcador D22S1045, en posiciones -
3y +3), por el pico alélico al que acompafia, y ese valor darlo en porcentaje. Los valores de
stutter se deberan derivar de homocigotos y heterocigotos con alelos separados mas de dos
unidades de repeticién (Moretti et al., 2001b), para evitar de ese modo efectos aditivos.

Y por ultimo, con respecto a la forma de calcular el “umbral de stutter ”, se recomienda
sumarle a la media del ratio stutter tantas veces la desviacion estandar como la confianza
gue se quiera obtener de dicha medida (IUPAC, 1976). Asi, Kaiser (1978) establece que un
valor de k=3, resultard en “Umbrales de stutter” en los que el ratio stutter estara por debajo
de dicho valor, con al menos una confianza del 89%, si el ratio stutter no se distribuye de
forma normal, y de mas del 99,86% de confianza, cuando el ratio stutter se distribuye de
forma normal. Este método sigue las recomendaciones de la SWGDAM (2010), asi como la
mayor parte de la bibliografia (Moretti et al., 2001; Greenspoon et al., 2004; Hill et al., 2011;
Coble, 2010a). Existen algunos autores que emplean la “media + 1SD” (Krenke et al., 2002)
o incluso el ratio méximo de stutter obtenido (Mulero et al., 2008), pero se considera que son
métodos demasiado poco conservadores, y se desaconseja su aplicacion.

Adicionalmente, y siguiendo las indicaciones de Budowle y colaboradores (2009), se
recomienda realizar una valoracion de la proporcion de stutter y del “umbral stutter” por
locus/marcador considerado. Ademds, pudieran darse diferencias significativas en la
proporcion de stutter en funcion del rango de RFUs, por lo que se recomienda valorarlo. De
este modo, por ejemplo, las mismas muestras empleadas en la validaciébn se podrian
agrupar en al menos 3 rangos de RFUs, y valorar cdmo es su comportamiento.

0.4. Umbral de “balanceo de heterocigotos” (UB)

Concepto

Para la interpretacion de los resultados de tipaje de ADN, la SWGDAM (2010) establece qué
se entiende como “proporcion de la altura de pico” (del inglés Peak Height Ratio — PHR).
Este término es similar al de “desequilibrio de heterocigotos” o “equilibrio de heterocigotos”
(del inglés heterozigote balance, representado por Hb) (Butler, 2005; Gill et al., 2006). Pero
realmente la anomalia es el desequilibrio, que describe la desproporcion entre el &rea o la
altura de los dos picos de un heterocigoto. De este modo, dicho balance heterozigoto sera
fundamental para determinar cuando un perfil es mezcla o0 no y en la valoracion de las
mismas. Est4 ampliamente recogido en la bibliografia, y se acepta de forma general, que en
perfiles no mezclados con una cantidad de ADN superior a 200 pg, dicho balance de
heterocigotos (Hb) o proporcién de altura de picos (PHR) debe estar por encima de 0,6
(Butler, 2005).

Tedricamente, para un individuo heterocigoto, los 2 alelos de un mismo locus deberia: tener
igual cantidad en el genoma, amplificar igual en la PCR, inyectarse por igual en el analizador
de fragmentos (EC), tener una altura de pico que fuera mas o menos igual, y por lo tanto,
que su valor de Hb o PHR fuera de <100% (Word, 2010a). Sin embargo, en casos reales
esto no es asi. Existen multitud de factores, que sin necesidad de tratarse de una mezcla,
pueden alterar esta “normalidad”, como pueden ser alteraciones genéticas propias del
individuo, alteraciones aleatorias del proceso de PCR, o a aquellas propias del ADN
amplificado (poca cantidad de ADN —low level DNA—, variantes en la zona de hibridacién del
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primer) (Butler, 2005; Word, 2010a). De ahi la importancia de este parametro a la hora de
valorar perfiles mezclas.

Propuesta de Validacion

La metodologia recomendada consiste en, a partir de muestras indubitadas, que son
muestras de fuente Unica, y que hubieran sido amplificadas en condiciones éptimas, calcular
el balance entre los dos alelos de aquellos loci heterocigotos. EI nimero de muestras
recomendadas a analizar es de entre 100-500 muestras (Word, 2010a).

Célculo

El célculo del ratio PHR, como ampliamente est& descrito en la bibliografia (Butler, 2005;
Word, 2010a; SWGDAM, 2010 -punto 3.3.-), se definirh como el cociente entre el area/altura
del pico de menor altura Y el area/altura del pico mas alto (en RFUs), y expresado en
porcentaje.

A la vista de los resultados obtenidos para el PHR, cada laboratorio deberia calcular el
“umbral de PHR ” (UB), como el medio para establecer un filtro para la interpretacion de
perfiles mezcla de ADN. El mismo se podrd valorar, al igual que en el caso de otros
umbrales, como la media de PHR del total de las muestras menos 3 veces la desviacion
estandar (IUPAC, 1976; Kaiser, 1978). Adicionalmente, se recomienda realizar la valoracion
del UB, tanto por locus/marcador considerado, como por tramos de RFUs (Budowle et al.,
2009; Word, 2010a; SWGDAM, 2010 -punto 3.3.1-), ya que es muy diferente el
comportamiento entre poca sefial y mucha sefial.

0.5. Umbral de “Proporcién de contribuyentes” valor able

Concepto

La guia de la SWGDAM (2010), en su glosario, define la proporcion de los contribuyentes de
la mezcla (mixture ratio) como la proporcion relativa y aproximada del aporte de ADN de los
diferentes constituyentes a los resultados del perfil mezcla obtenido, determinada por el uso
de la informacion cuantitativa de la altura de pico, la cual también puede ser expresada
como un porcentaje. La recomendacién de la SWGDAM (2010) (punto 3.5.3) es que el
laboratorio debe definir otras caracteristicas cuantitativas de la mezcla (precisamente ese
mixture ratio, si es posible), ya que ese dato puede aportar una informacion de gran utilidad
en la valoracion e interpretacion del perfil mezcla.

La cantidad de ADN debe ajustarse en base a la proporcién de cada contribuyente, de forma
gue ambos produzcan resultados dentro del rango analitico. No sera igual la cantidad de
ADN de un componente en una mezcla con un ratio 1:1, que en una con un ratio 1:10, para
una misma cantidad de ADN total de la mezcla.

Propuesta de Validacion y calculo
Con lo que los objetivos que se buscaran para la validacién de este parametro, seran, en
definitiva, contestar a las siguientes preguntas:

1. ¢Cudl es la proporcién entre los contribuyentes de una mezcla que podemos
interpretar y valorar en nuestro laboratorio con seguridad?

2. Y ¢entre qué rango de cantidad de ADN total de la mezcla podemos trabajar con
fiabilidad?
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De este modo, la recomendacion para valorar estos limites es la fabricacion de mezclas
artificiales con distintos rangos de ratios conocidos (p. €j. 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5y 1:10, y sus
inversos, 10:1, 5:1, 4:1, 3:1y 2:1) y a distintas concentraciones de ADN total de cada uno de
ello (p.ej. 1,5 ng; 1 ng; 0,75 ng; 0,5 ng; 0,25 ng y 0,1 ng). Sin embargo, la cantidad de
muestras se puede reducir en funcidon de un estudio previo de sensibilidad, permitiendo
concentrar las muestras de andlisis en torno al punto critico.

Los perfiles de estas mezclas artificiales se deberan de valorar de formar ciega, es decir, sin
conocerse a priori el genotipo que tendria que obtenerse. Los resultados obtenidos se
compararan con los genotipos conocidos. Este planteamiento de validacion puede
ofrecernos una buena manera de conocer la “Proporcion de contribuyentes” y el Limite de
Analisis.

0.6. Reproducibilidad (muestras de casuistica, controles interlaboratorio)

Como se indica en las especificaciones de la norma UNE-EN ISO/IEC 17025:2005, con este
ensayo se establece la reproduccion de perfiles genéticos (con los marcadores del kit
ensayado), con el mismo método, sobre el mismo extracto de ADN, por diferentes
operadores, diferentes equipos de medidas (los disponibles en el laboratorio), en diferentes
laboratorios, etc. Ademas, en el punto 2.6 de las recomendaciones de la SWGDAM (2003),
con respecto al procedimiento de validacion, se especifica que con este tipo de ensayo se
pretende evaluar la capacidad para obtener resultados fiables a partir de muestras
representativas de las que habitualmente se encuentran en los analisis del laboratorio.

De este modo, se recomienda el ensayo de muestras que dieran un perfil mezcla, al menos
5 (Butler et al., 2004), procedentes de ejercicios inter-labortorio, y por tanto, de las que se
dispusiera un resultado ya consensuada por los laboratorios participantes en dichos
ejercicios. También se podran emplear muestras que ya hubieran sido analizadas
previamente y de las que se dispusiera de un resultado, con lo que el ensayo consistira en
consensuar dicho resultado. Este tipo de muestras se encuadrarian bajo el concepto de
muestras “similares a casuistica’, “case-type samples” segun la SWGDAM (2003), o
“probative and nonprobative casework” (Ensenberger et al., 2010; Prinz et al., 2001).

0.7. Evaluacion periddica de Umbrales

Como se ha comentado extensamente a lo largo de cada uno de los puntos sobre los
umbrales a valorar, algunos de estos son dependientes de las condiciones analiticas y/o del
estado de los propios sistemas de andlisis. Precisamente por estas circunstancias, se
recomienda hacer evaluaciones periddicas. El laboratorio debera de programar cémo y cada
cuanto tiempo se han de realizar dichas comprobaciones. Por ejemplo, en el caso del
Umbral Analitico (UA), se debera de comprobar la estabilidad del mismo con los blancos de
electroforesis empleados en todas las carreras en un periodo de tiempo determinado (p.ej.
cada 6 meses), bajo las condiciones reales de trabajo.
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0.8. Tabla resumen

A modo de resumen, se puede presentar la siguiente tabla (Tabla 1), modificada de
SWGDAM (2010) y Butler (2010a), donde se detallan los “parametros” o “umbrales” que se
deberan de valorar para llevar a cabo la validacion de la “Aceptacion de Perfiles Genéticos

Mezclas de STRs".

Opciones de

Umbrales a determinar .
valoracion

Datos Utiles de la Validacion

Numero de
muestras
recomendadas

- Unico valor total o,

Analitico = RFUs P
— - Color especifico
Estocéstico = RFUs - Unico valor total
Stutter = % - Locus—espeg_ﬂco o,
— - Alelo-especifico
- Perfil-especifico
PHR (Hb) = % - Locus-especifico o

- sefial de la altura
(cantidad) especificos

Proporcién minima para
Ratio contribuyentes = valoracion de
componente minoritario

Qué cantidad maxima y
minima de ADN puede
ser empleada en la
amplificacion, y a la que
se puede definir una
mezcla con seguridad

Rango input ADN;=__ -

Niveles de ruido de fondo de
controles negativos.

Niveles en los que el drop-out se
produce en muestras
heterocigotas con poca cantidad
de ADN, bajo las condiciones
empleadas (p-€j. diferentes
tiempos de inyeccion, purificacion
post-PCR)

Stutter en muestras de origen
Unico (de gran ayuda si se
examina en cantidades mudltiples
de DNA)

Proporcién de altura de picos en
Heterocigotos en muestras de
origen unico (de gran ayuda si se
examina en cantidades mdltiples
de DNA)

Definir la proporcion de las
mezclas con muestras conocidas
para observar la coherencia entre
los loci y evaluar la capacidad de
deducir perfiles correctos de los
contribuyentes

Definir la el rango de input de ADN
total de las mezclas con muestras
conocidas para observar la
coherencia entre los loci y evaluar
la capacidad de deducir perfiles
correctos de los contribuyentes

5 blancos x
5 inyecciones x
3 carreras

2 series de
diluciones
seriadas

x 5 repeticiones

> 150 muestras
5
observaciones
por locus o alelo)

100-500 muestras

> 2 series de
distintos ratios
(= 11 ratios por
serie)

> 2 series de
distintos input’s
de ADN

(5-6 input's de
ADN por serie)

Tablal. Tablaresumen de los parametros — umbrales a determinar con la validacion que debera realizar el laboratorio para
la interpretacion de perfiles mezcla (modificado de SWGDAM, 2010; Butler, 2010a). En la misma, se especifican
las “decisiones que se deberian toman”, asi como los “datos Utiles para la Validacion” y el nimero minimo de
muestras recomendadas para llevar a cabo la validacion. Estos deberan marcar las directrices a seguir para la

validacion interna del laboratorio.
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Hechas las consideraciones oportunas respecto a los pardmetro/umbrales necesarios para
la valoracion de perfiles mezclas, a continuacion se pasara a describir las recomendaciones
para cada uno de los pasos para la interpretacidn de los resultados de perfiles mezclas. A lo
largo de todo el texto apareceran ejemplos, los cuales tratardn de ilustrar lo comentado en el
mismo. Para evitar que pueda entenderse que dichos ejemplos han de ser considerados
como recomendaciones en si mismos, los mismos seran diferenciados del texto en otro
formato (Arial 11 ptos >> Times New Roman 10 pths

1. Asignacion de Alelos

Este paso debe haberse definido en la fase de edicién, estableciéndose qué picos son
considerados como picos alélicos. Para ello el laboratorio debe configurar el software de
andlisis de forma adecuada (por ejemplo, deshabilitando el filtrado de banstaster“potenciales”)

1.1. Picos en posicién no stutter

Se consideraran alelos todos aquellos picos cuyo tamafio en RFUs estén por encima del
valor establecido por el umbral analitico (UA) (punto 0.1.), p.ej. 50 RFUsy que no sean
atribuibles a artefactos.

1.2. Picos en posicién stutter

1.2.1.Un pico en una posicion stutter con una altura de pico superior al valor
establecido por el umbral stutter (punto 0.3.) para el marcador correspondiente.
P.ej. si se ha establecido un valor del 7% detlmaatorrespondiente al alelo acompafiante para el
marcador THO1, un pico que constituya el 8%, sevizgsiderado como un alelo redquellos
picos que puedan ser atribuibles a artefactos deben ser valorados.

1.2.2.Un pico en una posicion stutter con una altura de pico inferior al valor establecido
por el umbral stutter (punto 0.3.) para el marcador correspondiente. P.ej.
continuando con el ejemplo del punto anterior, uco pque represente el 6% de la altura
correspondiente al alelo acompafiante, serd coasidezomo un alelo potencidEste tipo de
picos, y solo estos, no debera de ser descartados hasta la valoracion final del
perfil y del resto de muestras del caso.

1.2.3.Hay que tener precaucion con aquellos picos situados entre alelos separados

dos unidades de repeticion, puesto que dichos picos podrian ser producto de los
efectos aditivos de los +/- stutter.

2. Confirmacién de un perfil mezcla

Cada laboratorio debera determinar el/los criterio/s minimo/s que considerara para definir un
perfil mezcla. Algunos de los que en la bibliografia (Clayton et al., 1998; Gill et al., 2006) se
recogen son:

2.1. ElI numero minimo de loci con la presencia de al menos tres alelos, descartados
artefactos (del tipo stutter, drop-in, pull-up, ...). Por ejemplo, mas de d&=i con la presencia de
al menos tres alelos
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2.2.

2.3.

El balance de altura para los dos alelos de un heterocigoto (peak height ratio, PHR),
para uno o mas loci, presenta un valor inferior al valor establecido por el umbral de
“balanceo de heterocigotos” (UB)  (punto 0.4.), p.ej. un valor inferior al 50%

Desbalanceo en el marcador de la amelogenina entre los alelos X e Y (en el caso de
tratarse de una mezcla entre varon y mujer —descartadas anomalias genética—). Como
en el caso del punto anterior, dicho umbral de desbalanceo también debera de ser
calculado empiricamente del mismo modo que el umbral UB (punto 0.4.).

3. Numero de contribuyentes

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Cada laboratorio debera establecer las lineas a seguir para la estima del nimero
minimo de contribuyentes a la mezcla. Para esta asignacion, no es necesario que los
alelos estén por encima del umbral estocastico (UE) (punto 0.2.), pero si por encima
del umbral analitico (UA) (punto 0.1.), atendiendo a lo descrito en el punto 1.

Cuando sea posible, el nimero minimo de contribuyentes de una mezcla se
establecera atendiendo al nimero de alelos presentes en el marcador con mayor
presencia de ellos. Por ejemplo, la presencia de 5 alelos en un mardadiza la presencia de
menos tres constituyentes en la mezcla

Se recomienda que cada laboratorio establezca el numero de contribuyentes por
encima del cual no se podré ni valorar ni emitir conclusiones sobre la mezcla.

Del mismo modo, para mezclas de 2 contribuyentes, se establecerd ademas una
proporcion méaxima de dichos contribuyentes, por encima de la cual no se podra ni
valorar ni emitir conclusiones sobre la mezcla. En cualquier caso, dependiendo de la
calidad del perfil, dicha proporcion podra variar.

Lo establecido tanto en el punto 3.3. como en el 3.4., debera estar refrendado por lo
establecido en la validacion interna, segun el punto 0.5. Se propone que se tomen
decisiones del tipo: El laboratorio valorara estadisticamente mezclas que tengan como
maximo n contribuyentes en proporcién 1:x o inferior.

4. Aproximacion a la Estima en la Proporcion de los Contribuyentes

Cuando sea posible, se recomienda que se establezca la proporcién aproximada en la que
los contribuyentes aportan material genético a la mezcla. A medida que aumenta el nUmero
de contribuyentes, mayor es la dificultad para realizar una estima de la proporcion de los
componentes. En cualquier caso, las estimas son siempre aproximadas. Se podran seguir
las siguientes pautas, referido fundamentalmente a mezclas de 2 contribuyentes:

4.1.

4.2.

Se seleccionaran preferiblemente loci donde no haya alelos compartidos entre los
constituyentes. Realizando la estima en tantos loci como sea posible.

El laboratorio debera determinar la forma de realizar el calculo de la proporcion de los
contribuyentes. Métodos validos para su célculo pueden ser:
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4.2.1. Para un locus con la presencia de 4 alelos, dividir la suma de los dos alelos con
mayor altura (RFUs) entre la suma de los dos alelos con menor altura. El valor
indicard el ratio del mayor contribuyente respecto del menor.

4.2.2. O bien, el sefialado por Gill y colaboradores (1998), y refrendado por las
recomendaciones de la ISFG (Gill et al., 2006), aplicando el pardmetro Mx, y si
se considera oportuno, reforzando el dato mediante el calculo de los “minimos
cuadrados residuales” (Bill et al., 2004).

4.3. En la estima de proporciones debe considerarse el efecto sumatorio que las bandas
stutter pueden generar en el dato final, lo cual puede ocasionar una aproximacion
imprecisa en dicha proporcion de los contribuyentes y que puede ser fluctuante de un
marcador a otro.

4.4. El laboratorio debera estimar si se observa signos evidentes de degradacioén en algun

componente de la muestra, en cuyo caso habra que tener precaucion en su valoracion.

5. Criterios a valorar en la “cateqorizacion de mez clas” vy “toma de
decisiones” :

En base a la validacion realizada y los resultados obtenidos para los distintos pardmetros
(segun punto 0), el laboratorio debe generar un arbol de decisiones (punto 7) que permita
dar la misma respuesta ante situaciones similares. De este modo, y previo a la toma de
decisiones, se deberian contemplar las siguientes consideraciones:

5.1. El laboratorio establecera el ratio entre los contribuyentes de la mezcla (segun punto
0.5 y 3.4) por encima del cual no es posible definir un perfil mezcla fiable en la
asignacion de los alelos que permita descartar al laboratorio asignaciones alélicas
erroneas debidas a efectos de drop-in, drop-out y stutter’s. Por encima de dicho ratio,
en muchos casos solo es posible utilizar el perfil mayoritario.

5.2. A la vista del contexto del caso objeto de analisis, el laboratorio debe valorar si interesa
identificar al contribuyente minoritario, mayoritario o bien a ambos constituyentes de la
mezcla. Esta cuestion marcard las decisiones y exigencias que sobre la calidad del
perfil deberan establecerse.

5.3. En relacién con el punto anterior, el laboratorio deberia determinar qué criterio de
separacion entre los componentes de la mezcla ha de utilizar. Se podria utilizar el ratio
entre sus componentes o entre sus alelos, valorado marcador a marcador, por debajo
del cual no se podria separar el componente mayoritario del minoritario. Aunque, por
encima de dicho ratio, no necesariamente sera posible hacer esa separacién. Como

ejemplo, se podria sefialar mezclas con un ratice esis componentes superior o igual a 3:1 del

mayoritario al minoritario (Luque, 2012),41 a lo largo de todos los sistemas heterocig@obkneider
et al., 2009)

5.3.1. Como regla general, el ratio entre los alelos garaseparado el componente mayoritario debe
ser mayor quen(t1):1, donden es el niumero teérico de contribuyentes (Luque2p0e este
modo, por ejemplo, en mezclas de 2 individuos, paparar un alelo mayoritario de un
minoritario, debe de tener un ratio de altura deeBitre alelos.

5.3.2. En cualquier caso, se ha de tener en cuenta galg@mos casos no pueden ser separados ambos
componentes hasta un ratio de mezcla de 8:1, degpeledde la combinacion de los alelos y la
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calidad del perfil. Normalmente, a partir de uniocade mezcla de 10:1, la separacion del
mayoritario es segura (Luque, 2012).

5.4. Los laboratorios deberian determinar el nimero maximo de contribuyentes a la mezcla,
para la cual el laboratorio puede emitir conclusiones (punto 3.3).

5.4.1. Se ha de tener en cuenta que cuanto mayor numero de contribuyentes, mayor
es la dificultad interpretativa de la mezcla. En funcién del nimero de
contribuyentes (punto 3) y la proporcion de éstos en la mezcla (punto 4), la
interpretacion y valoracion del perfil mezcla puede verse comprometido.

5.5. Es recomendable que el laboratorio establezca un nimero minimo de marcadores
(excluyendo el gen de la amelogenina) que cumplan los criterios de calidad y
seguridad establecidos en el propio laboratorio en base a la validacion. Esto ayudara a
categorizar el perfil y a su vez a la toma de decisiones sobre el mismo (por ejemplo:
perfiles con 10 o mas marcadores se empleararingdua/excluir y sera objeto de valoracion esttidés
entre 5 y 9 marcadores solo se emplearan a eféetexclusion y no se valoraran estadisticamernteny
menos de 5 marcadores no se emplearan ni parafextluir y no se valoraran estadisticamente)

5.5.1. En cualquier caso, para aceptar un marcador como valido, y por tanto, dentro
del computo de marcadores aceptados, se deberd establecer un valor minimo
de sefial RFUs, que debera venir marcado por el umbral estocastico (UE),
calculado empiricamente (segun el punto 0.2). Igualmente, se deberd marcar
un valor maximo de sefial RFUs, también calculado empiricamente (segun el
punto 0.5.), y que se corresponderia con el Limite de Linealidad (Limit of
Linearity). Butler (2010b) plantea que dicho limite deberiaresh torno a 5.000 RFUs. Por
encima de dicho valor, la camara CCD puede llegsatararse y los picos no reflejaran con
precision las cantidades relativas de sefial (pieps de cima plana), y llevararpall-up’s y/o
transferencias entre los canales de fluorocromos

5.6. Ademds, se recomienda que aquellos laboratorios que empleen distintos Kkits
comerciales con distintos loci, y que puedan generar perfiles “composite”, los perfiles
mezclas que contribuyan al perfil “composite” deberan ser obtenidos a partir del mismo
extracto en multiples amplificaciones y/o inyecciones. Cuando extractos distintos de
diferentes localizaciones de una evidencia dada sean combinados antes de la
amplificacién, el perfil de ADN resultante no se considerara perfil “composite”. Si no
hay una certeza razonable de que el origen de la/s muestra/s son de una fuente comun
(p.€j. hisopos vaginales duplicados, hueso o maeste referencia de un mismo individulgs datos
alélicos de extractos separados de diferentes localizaciones de una evidencia dada, no
deberan ser combinados en un perfil “composite”. El laboratorio debera establecer una
guia para determinar la conveniencia de desarrollar perfiles “composite” para tales
muestras (SWGDAM, 2010).

5.7. Y por ultimo, se recomienda, para facilitar el trabajo del laboratorio, que en funcién de
los criterios establecidos en los puntos anteriores, se elaboren formulas verbales que
registren todas las circunstancias posibles ante la evaluacion de un perfil mezcla y que
se recogeria en el apartado de conclusiones de los dictamenes generados.

Establecidos estos criterios minimos, para iluséiste cuadro y a modo de ejemplo, se puede plaetear
siguiente supuesto: un perfil mezcla de al menasadmtribuyentes con una proporcion 1:3 y que piasal
menos 11 marcadores valorables (cuyos alelos regist estan no solo por encima del umbral anglipiep. 50
RFUs, sino por encima del umbral estocastico, p%). RFUs, y no superan el limite de linealidaddstido,
p.ej. en 5.000 RFUs). Como se establecerd, sediionta de decisiones” (punto 7) en base a la caizagmon
(punto 6) realizada sobre dicho perfil mezcla, Bmo podra:
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- ser empleado a efectos de inclusién y de descaetamntexto de la casuistica del laboratorio.
- seran objeto del calculo estadistico oportuno aso de disponer de muestra de comparacion.
-y seran susceptibles de ser incorporados a bad&tale criminales (si es el caso).

6. Categorizacion de la Mezcla

El laboratorio, a la vista de su validacién (punto 0) y de las consideraciones sefialadas
(punto 5), deberia ser capaz de categorizar el perfil mezcla. Esto le permitira una adecuada
toma de decisiones sobre el perfil obtenido (punto 7).

De este modo, y una vez que el laboratorio haya aplicado aquellas estrategias analiticas
alternativas (las cuales se recomienda que hayan sido sometidas a un proceso de
validacién), se propone que el perfil sea encuadrado en alguna alternativa dentro de la
“Categorizacion de la Mezcla” que haya sido adoptada. Por ello, se recomienda que el
laboratorio, una vez revisada la bibliografia (Schneider et al., 2009; SWGDAM, 2010; Gill,
2011; Luque, 2012; Meulenbroek et al., 2011; entre otros), plantee una clasificacion clara y
efectiva para los propésitos de valoracion e interpretacion de mezclas.

La “German Stain Commission” (Schneider et al., 2009) estableci6é una clasificacion clara y
adecuada. No obstante, se recomienda las revisiones realizadas por Gill (2011) y Luque
(2012), que terminan de complementarla considerando supuestos adicionales. Como
también hace la clasificacion recogida en las recomendaciones de la SWGDAM (2010). Esta
tiene la limitacion de que estd basada en el andlisis estadistico posterior que se pudiera
hacer de la mezcla. Por tanto, no contempla aquellos perfiles mezcla que, por sus
caracteristicas, pudieran ser considerados como no concluyentes (punto 7.4). También es
interesante la clasificacion del “Netherlands Forensic Institute” (NFI), plasmada por
Meulenbroek y colaboradores (2011) y evaluada por Benschop y colaboradores (2012). Esta
se origina de la posterior comparacion entre los perfiles de las muestras dubitadas y los de
las muestras indubitadas, con la limitacién que eso supone, al no permitir una categorizacion
de la mezcla de forma ciega (Krane et al., 2008).

Por todo ello, se propone la siguiente categorizacién dindmica, en funcion de qué interese
de la mezcla y que permitiria saltar de una categoria a otra para una apropiada toma de
decisiones (punto 7). Esta categorizacion esta basada fundamentalmente en la desarrollada
por la “German Stain Commission” (Schneider et al., 2009) y complementada por el resto de
clasificaciones revisadas (SWGDAM, 2010; Gill, 2011; Luque, 2012; Meulenbroek et al.,
2011; Benschop et al., 2012). De este modo, ante un perfil mezcla, el mismo podran ser
incluido en alguno de los siguientes tipos:

6.1. Tipo A: mezclas con contribuyentes indistinguibles (Schneider et al., 2009; Gill,
2011; Luque, 2012), es decir, no hay un contribuyente mayoritario obvio, y donde todos
los alelos de todos los loci estan por encima del UE (umbral estocéastico), determinado
el mismo a partir de la validacion interna (punto 0.2.).

En este tipo no se pueden incluir mezclas con evidentes efectos estocasticos
(Schneider et al., 2009), y por tanto, se excluirian mezclas con claras sefiales de
degradacioén (Luque, 2012).

6.2. Tipo B: mezclas con componentes mayoritario y minoritario claramente definidos y
distinguibles (Schneider et al., 2009; Gill, 2011).
Esta mezclas implicarian que el componente mayoritario (independientemente de que
el mismo fuera de origen Unico o mezcla), podria ser separado a lo largo de todos los
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6.3.

loci. El laboratorio debera determinar qué criterio de separacion ha de utilizar (segun
punto 5.3). Ademas, en este tipo de mezclas, no ha de haber evidencias de efectos
estocasticos.

6.2.1. Tipo B.1: mezclas cuyo componente mayoritario sea de origen unico . En
estas mezclas interesa el componente mayoritario, que podra ser valorado
como un perfil de fuente Unica.

6.2.2. Tipo B.2: mezclas en las que interesa el componente mayoritario , que es de
origen multiple . Estas son mezclas en las cuales un perfil mayoritario,
compuesto por 2 o mas individuos, puede ser separado (segun punto 5.3). En
estos casos, el perfil mayoritario mezcla debe ser evaluado de forma separada
como una mezcla de Tipo A (Luque, 2012).

6.2.3. Tipo B.3: mezclas en las que interesa el componente minoritario

independientemente de que este sea de origen Unico o multiple. Al no poderse
separar el componente minoritario, se deberé considerar todo el perfil conjunto,
pasandose a valorar como una mezcla de Tipo A.
En el caso de que el componente minoritario y/o el mayoritario sea mdultiple,
para poder llevar a cabo su valoracion como una mezcla de Tipo A, nunca se
podra superar el numero maximo de contribuyentes a la mezcla, para la cual el
laboratorio pueda emitir conclusiones (segun el punto 5.4).

Tipo C: mezclas con efectos estocasticos y/o degradacion.

Estos son los perfiles de ADN obtenidos a partir de la amplificacion de muestras con
bajo contenido de ADN y/o pobre calidad de ADN, donde la ocurrencia de pérdidas
alélicas (allelic drop out) y/o perdidas de un locus (locus drop out) tienen que ser
asumidas (Schneider et al., 2009). En este tipo se incluyen perfiles mezcla con un
componente incompleto (Luque, 2012). Estos perfiles se deberan de valorar y
comprobar si, una vez descartados aquellos loci en los que algunos de sus alelos
estan por debajo del UE, se ha conseguido rescatar al menos el nimero minimo de
marcadores (excluyendo el gen de la amelogenina) que el laboratorio haya
determinado (segun punto 5.5). En cuyo caso, una vez descartados aquellos loci que
no cumplen los criterios establecidos por el laboratorio (segin punto 5), estos perfiles
podrian pasar a ser re-catalogados como:

6.3.1. Tipo CA: mezclas con contribuyentes indistinguibles . Pueden ser valoradas
como una mezcla de Tipo A.

6.3.2. Tipo CB.1: mezclas en las que interese el componente mayoritario de origen
Unico . Pueden ser valoradas como una mezcla de Tipo B.1.

6.3.3. Tipo CB.2: mezclas en las que interese el componente mayoritario multiple .
Pueden ser valoradas como una mezcla de Tipo B.2 vy, por tanto, como una
mezcla Tipo A.

6.3.4. Tipo CB.3: mezclas en las que interese el componente minoritario . Pueden
ser valoradas como una mezcla de Tipo B.3 y, por tanto, como una mezcla
Tipo A.

6.3.5. Tipo CC: todos los componentes estan en bajo nivel y el perfil resulta
ininterpretable (Gill, 2011; Luque, 2012).
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7. Toma de decisiones

Sustentado en los criterios establecidos en el punto 5, basados a su vez en la validacion
realizada y los resultados obtenidos para los distintos parametros (segun punto 0), y en la
categorizacién que se haya establecido en el laboratorio (segun punto 6), el laboratorio
debera tomar decisiones del tipo:

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

Tipo A, Tipo B.2, Tipo CA y Tipo CB.2: estas mezclas con contribuyentes
indistinguibles y/o no separables, siempre que no se supere el nUmero maximo de
contribuyentes a la mezcla para la cual el laboratorio puede emitir conclusiones (segun
el punto 5.4), podrian ser empleadas tanto para inclusion como para exclusion vy, en el
caso de inclusibn deberan ser objeto del tratamiento estadistico correspondiente
(desarrollado en el punto 8).

Tipo B.1 y Tipo CB.1: mezclas en las que interesa el componente mayoritario de
origen unico, el cual puede ser separable y, por tanto, puede ser comparado, evaluado
y registrado como un perfil de fuente Unica. Se deberia de indicar que se trata de un
perfil mayoritario mas un componente minoritario. Este perfil mayoritario de origen
Unico podria ser empleado a efectos de inclusion y exclusiéon y, en el caso de inclusion,
como en el punto 7.1., deberd ser objeto del tratamiento estadistico correspondiente
(segln punto 8).

Tipo B.3 y Tipo CB.3: mezclas con un mayoritario y un minoritario (de origen Unico o
mezcla), en las que interesa el perfil no mayoritario. Se han de valorar o registrar como
un perfil de Tipo A (el perfil completo). Como en el caso de los tipos de mezclas
sefalados en el punto 7.1, en primer lugar, se ha de tener en cuenta que no supere el
namero maximo de contribuyentes a la mezcla, para la cual el laboratorio puede emitir
conclusiones (segun el punto 5.4). Por otro lado, siempre que todos sus alelos estén
por encima del UE y el ratio con respecto al componente mayoritario no supere el
umbral de “Proporcién de contribuyentes” valorable (segun punto 0.5 y 5.1), podria ser
usado tanto para inclusion como para exclusion y calculos estadisticos. En caso de
superar este ratio (punto 5.1), tan so6lo podria ser empleado para exclusion. En
cualquier caso, ningun minoritario debera ser registrado nunca de forma separada,
porque los alelos podrian estar enmascarados con el perfil mayoritario

Tipo CC: las mezclas con evidentes efectos estocasticos o con todos sus loci o la
mayoria de los mismos (segun punto 5.5) con alelos por debajo del UE, se han de
declarar como perfiles no concluyentes , pues no cumplirian lo dispuesto en los
criterios de aceptacion de perfiles mezclas (segun el punto 0) y, por lo tanto, no
permitirian emitir conclusiones sobre el mismo.

8. Analisis estadistico e interpretacion final de | os resultados del tipaje

En Genética Forense, los célculos son aplicados a perfiles genéticos de evidencias que se
establecen como relevantes en el contexto de un caso para ayudar a la valoracion de la
significacion de una inclusion (SWGDAM, 2010). Estos calculos deberan estar basados en
analisis estadisticos probabilisticos.
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Con respecto a los andlisis estadisticos aplicables a la valoracion de perfiles mezcla, a
grandes rasgos, se sugiere seguir las recomendaciones de la ISFG (Gill et al., 2006), a
saber:

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

8.7.

Segun la Recomendacion 1 de la ISFG: “Para perfiles mezcla el LR (Likelihood Ratio
o Coeficiente de Verosimilitud) es la aproximacion estadistica mas adecuada”.

8.1.1. Se desaconseja cualquier otra aproximacion, pero en caso de decidir
emplearla, como también se indica en la Recomendacién 1 de la ISFG, “se
restringe el uso de la Probabilidad de exclusion o RMNE a perfiles sin
ambigledad, no pudiéndose utilizar cuando el perfil obtenido es de baja calidad
y los alelos minoritarios puedan quedar enmascarados en las bandas de
repeticion de los alelos mayoritarios 0 cuando se puedan producir pérdidas
alélicas del perfil minoritario”.

Segun la Recomendacion 3 de la ISFG: “Para calcular la LR en mezclas, sin tener en
cuenta los datos cuantitativos, se recomienda el método descrito por Evett y
colaboradores (1991) y Weir y colaboradores (1997).”

Segun la Recomendacion 4 de la ISFG: “Si en el calculo de la LR se utilizan datos
cuantitativos para eliminar varios de los genotipos de los posibles en los calculos, se
debe realizar basandose en las lineas maestras desarrolladas por Clayton y
colaboradores (1998).

Antes de aplicar el LR, se recomienda establecer claramente las hipétesis de trabajo,
H, (hipdtesis de la acusacion o Hp) y H, (hipotesis de la defensa o Hg), siendo el
calculo final del LR, como se recoge en la siguiente formula:

PrE|H,)
Pr(E|H,)

Para el correcto célculo del LR, se han de emplear las frecuencias alélicas de los loci
analizados que correspondan a la poblacién de referencia apropiada. Es de suma
importancia elegir la poblacién de referencia adecuada.

8.5.1. Para el caso de los laboratorios de Espafia, se recomienda utilizar la base de
datos de poblacion espafiola (Garcia et al., 2012).

Para alcanzar una integra interpretacion de los datos aportados de los perfiles mezcla,
se aconseja una completa revision de las recomendaciones de la ISFG (Gill et al.,
2006), asi como de las comisiones de Gran Bretafia (Gill et al., 2009), Alemania
(Schneider et al., 2009) y Australia (Stringer et al., 2009). Igualmente, se recomienda
gue el laboratorio se encuentre actualizado con cuanta literatura genere la comunidad
cientifica al respecto.

Se hace necesario que en los informes periciales que genere el laboratorio quede
plasmado de modo claro y conciso las hipotesis empleadas para el calculo del LR.
Ademas, en su apartado de conclusiones, se deberan de recoger las explicaciones
oportunas con respecto al valor del LR obtenido, sefialando que dicho valor indica
cuantas veces es mas probable encontrar los hallazgos del caso (o el perfil genético
obtenido de los mismos), condicionado a la hipotesis de la acusacion (H; o Hp) frente
a la hipotesis de la defensa (H, o Hy).
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8.8. EI LR es el valor estadistico que proporciona la valoracion de la evidencia genética vy,
por tanto, el valor obtenido por el laboratorio. Debe ser la autoridad judicial la que
combine el valor de la evidencia genética (LR) con el valor de las evidencias no
genéticas para la valoracién final. Por tanto, no deben usarse predicados verbales, ya
es el juez quien debe tomar la decisién final con el total de las evidencias del caso

(genéticas y no genéticas).

9. Nota Final :

A partir de todos los criterios minimos establecidos en los punto del 1 al 8, y apoyado en una
validacion interna, segun las sugerencias sefialadas en el punto 0, se recomienda que cada
laboratorio elabore un protocolo normalizado de trabajo (PNT) que recoja todos estos
particulares, y que sirva de guia para el trabajo diario del laboratorio cuando se enfrente

ante un perfil mezcla.
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Glosario para este documento

Artefacto: Picos artificiales no alélicos, que aparecen en el electroferograma como
consecuencia de diversas anomalias (eléctricas, componentes de la electroforesis,
parametros de electroforesis, condiciones de la PCR), y que pueden enmascarar o confundir
el resultado final de una edicion.

Contribuyente mayoritario : El individuo que aporta mayor cantidad de ADN (material
biol6gico) a un perfil mezcla.

Contribuyente minoritario : El individuo que aporta menor cantidad de ADN (material
biol6gico) a un perfil mezcla.

Drop-out : Pérdida de alelo achacable a muestras con escasa cantidad de ADN por
procesos estocasticos de amplificacion selectiva de un alelo sobre otro en marcadores
heterocigotos o bien como consecuencia de muestras degradadas.

Efecto estocastico: La observacién de un desbalanceo alélico intra-locus y/o un drop-out
alélico resultado del azar y/o amplificacion desproporcionada de alelos en templados de baja
cantidad (SWGDAM, 2010).

Inconcluyente : Una interpretacion o conclusién en la que los resultados del tipaje de ADN
son insuficientes, bajo los pardmetros de aceptacion de resultados del laboratorio,
insuficientes para fines comparativos.

Likelihood ratio (LR) : EIl ratio de dos probabilidades del mismo evento bajo hipétesis
mutuamente excluyentes. Normalmente el numerador contempla la hipétesis del fiscal,
mientras que el denominador argumenta la de la defensa.

Mixture ratio : La proporcion estimada en la que se presentan los distintos contribuyentes de
una mezcla. Se determina en base a la informacion de la altura de pico.

Peak Height Ratio (PHR): Aplicable a genotipos heterocigotos. Se calcula, para un
determinado locus, dividiendo la altura del pico con menor valor de RFUs por el pico con
mayor altura de RFUs y multiplicando por 100 el valor obtenido, expresando de esta manera
en tanto por ciento el valor.

Perfil “composite”:  Perfil generado como resultado del empleo de distintas estrategias
(pardmetros electroforéticos, modificaciones en la estrategia de amplificaciéon por PCR,
distintos kits...), pero SIEMPRE de una fuente comun, es decir, del mismo extracto de ADN
inicial o muestra original.

Perfil genético: Registro alfanumérico resultante del analisis de marcadores STRs de un
extracto de ADN procedente de muestras biolégicas.

Perfil genético Unico: Perfil generado a partir de un solo contribuyente.
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Perfil parcial: Perfil genético caracterizado por no aparecer la composicion alélica de todos
los marcadores analizados.

Perfil mayoritario:  Aquel que es posible ser discriminado de forma inequivoca del resto de
perfiles de la mezcla (puede ser Unico, 0 a su vez producto de una mezcla). Como criterio
general se considera aquel genotipo que al menos se presenta en una proporcion superior
en tres veces (considerando los valores de RFUs) con respecto al perfil o perfiles
acompafantes en la mezcla.

Perfil mezcla : Perfil generado por la aportacion de al menos dos personas.

Pull-up: Picos que falsamente pueden ser confundidos con alelos. El exceso de producto
amplificado, para un/os determinado/s locus puede ocasionar una saturacion del canal de
deteccion de dicho locus produciendo reflejos en forma de pull-up en los canales
adyacentes. Se caracterizan porque tienen la misma ubicacion espacial (en otro canal) que
el alelo que lo genera.

RFUs: Relative Fluorescent Unit, unidades de fluorescencia que el software asigna a los
picos generados en funcion de la fluorescencia emitida por los mismos.

Spikes: se trata de un tipo de artefacto provocado por diferentes motivos (eléctricos,
cristales de urea...) cuya morfologia es similar a un alelo real aunque con una anchura
inferior y que se refleja al menos en dos canales de fluorescencia.

STRs autosomicos: Polimorfismo genético de longitud ubicado en los cromosomas
autosomicos. La variabilidad entre individuos radica en el nUmero de veces que se repite en
tandem un cierto bloque de nucle6tidos (habitualmente en el campo forense de 4 bases)

STRs de cromosoma Y : Polimorfismo genético de longitud ubicado en el cromosoma Y. La
variabilidad entre individuos radica en el nUmero de veces que se repite en tandem un cierto
bloque de nucledtidos (habitualmente en el campo forense de 4 bases)

Sttuter-band: Artefactos generados durante la reaccion de PCR como consecuencia del
slippage de la polimerasa que se traducen en picos que habitualmente tienen un tamafio con
4 bases menos que el alelo real (n-4) que le precede y no suelen superar el 15 % del area
del alelo principal. Ocasionalmente también se pueden presentar sttuters n+4 (4 bases mas
largo que el alelo principal).
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