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EJERCICIO DE COLABORACION PARA LA COMPARACION DE
RESULTADOS DE ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE ADN EN MANCHAS
DE SANGRE Y OTROS INDICIOS BIOLOGICOS

RESUMEN DEL EJERCICIO CORRESPONDIENTE AL ANO 2002

En el presente ejercicio se han enviado muestras a 89 laboratorios, de los que
han remitido resultados 80 (90%). Esto indica que sigue aumentando la
participacion con una tendencia similar a la de los ultimos afios, habiéndose

registrado en el ultimo ejercicio un aumento del 66%.
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Los laboratorios inscritos pertenecen a los siguientes paises:

Europa 35
Espafa 27
Portugal 7
Francia 1

América 54
Argentina 16
Colombia 13
Brasil 12
Uruguay 3
Venezuela 4
Cuba 1
Costa Rica 2
Ecuador 1
Peru 1
Paraguay 1

TOTAL 89




Tipo de laboratorios

Privados | Publicos
Europa 10 25
Ameérica 26 28
36 53

36 de los laboratorios
participantes son privados y 53
publicos, estando bastante
equilibrado el numero de
integrantes de ambos tipos en
Latinoamérica, mientras que en
los paises europeos predominan
los laboratorios de caracter

publico.

En la encuesta realizada entre los participantes sobre el tipo de casuistica,

forense o estudio biolégico de la paternidad, en la que habitualmente trabaja el

laboratorio, contestaron 52 laboratorios (58%), de los que un 62% trabajan en

casuistica forense y todos menos 1 en paternidades.

Muestras remitidas

En el presente ejercicio se remitieron 6 muestras: 4 muestras de sangre, para

estudio practico de paternidad, una muestra a identificar (M-5) y unos pelos (M-

6), incluyéndose también, al igual que en afios anteriores, un caso de

paternidad tedrica, siendo optativo el estudio de las dos ultimas muestras.

M-1: sangre de madre biologica de M-2

M-2: sangre de hijo

M-3: sangre de presunto padre

M-4: sangre de presunto padre

OPTATIVO

M-5: Muestra Forense

M-6: 2 pelos

Todas ellas (M1-M5) en una cantidad de 100 pl, en papel FITZCO,INC de Life

Technologies Bloodstain card, (interesa subrayar que no se trata de papel

FTA).



Planteamiento propuesto

1. Investigacion practica de paternidad: Interesa conocer si alguno de los
individuos de las muestras M-3 0 M-4- pudieran ser el padre biologico del
donante de Muestra M-2. No se duda de la maternidad (M-1).

2. Investigacion tedrica de la paternidad

3. Supuesto de investigacion forense. Optativo
En el transcurso de la investigacion por agresion sexual se ha encontrado
una mancha y unos cabellos en los que interesa conocer:

3.1 Naturaleza y especie de la muestra M-5 (Forense).

3.2 Especificar si la muestra M-5 pudiera pertenecer a alguno de los
donantes de las muestras M-1, M-2, M-3, M-4, o0 M-6

3.3 Investigar si los cabellos encontrados (M-6) pudieran pertenecer a

alguno de los donantes de las muestras M-1, M-2, M-3, M-4 0 M-5.

Antecedentes

* Las muestras M-1y M-2 pertenecen a madre e hijo.

* Las muestras M-3 y M-4 pertenecen a dos hermanos del padre bioldgico

* La muestra M-5 es esperma de un individuo vasectomizado, no relacionado
con los restantes donantes. (La sangre se analizd ya en ejercicios
anteriores)

e La muestra M-6 son cabellos del mismo individuo de la muestra M-2.

Participacién y estudios realizados

» Laboratorios inscritos 89

» Laboratorios que emiten resultados 80 (90%)
» Laboratorios que dan resultados ADN mitocondrial 23 (29%)
» Laboratorios que dan resultados para STR 'Y 45 (56%)
» Laboratorios que dan resultados para paternidad 79 (99%)

» Laboratorios que dan resultados para muestra forense (M-5) 42 (53%)



Sistemas N°de Lab.

VNTR 7 1
PCR 100 80
HLADQA1 1 7
PM 5 7
D1S80 1 10
STR-a 72 80
STR-Y 21 45
Total 107 80

Los sistemas analizados han sido: 7 sistemas VNTR (YNH24, MS43, MS31,
MS1, MS205, MS8, y G3) que han sido utilizados por un solo laboratorio,
HLADQA1 (7 D1S80 (10

laboratorios), 21 sistemas STR-y (45 laboratorios) y 72 STR autosémicos,

laboratorios), Polymarker (7 laboratorios),

utilizados por todos los laboratorios. En total se han dado resultados para 107

sistemas.
Metodologia
Extraccion
(o] 0
N® lab. & En cuanto a la metodologia
Chelex solo 13 16,5 N _
utilizada, en la extraccién, el
Chelex/Dpfc 6 7,6 _
54% de los Ilaboratorios
Chelex/Cent o mic 2 25 ] .
realiza extraccion de ADN
Chelex/dpfc/cent o mic 5 6,3
P total y el 46% de ADN
Dig. Prot. 14 17,7 h
Fenol/cloroformo umano.
Dpfc/Cen.o mic. 13 16,5
FTA solo 10 12,7
FTA/dpfc/c o m 3 3,8
FTA/dpfc/c o m 1 1,3
Otros solo 6 7,6
Varios/Otros 6 7,6
Total 79




Cuantificacién

N®lab El 74 % de los laboratorios
Minigel 17 cuantifican ADN total y el
Quantiblot 7 26% humano.
Espetrofotometria 10
Fluorimetria 2
Dynaquan 3
Genequan 3
Minigel/Quant 5
Minigel/Espec. 2
Varios 4
TOTAL 53

Sistemas analizados

Realizan estudios por PCR el 100 % de los laboratorios, mientras que tan solo
1 laboratorio da resultados para VNTR, lo que significa una disminucion
significativa frente a afios anteriores y la practica desaparicién del uso de este

tipo de sistemas en el grupo.

Participacion SLPs

También la investigacibn de sistemas como HLADQAl y PM sigue
disminuyendo, dando resultados tan solo 7 laboratorios, lo que significa una
disminucion del 41% frente al anterior ejercicio.



Se realiza un estudio de la evolucion de los sistemas analizados a lo largo de
los ultimos afios, confirmandose esta tendencia, mientras que sube la
incidencia de los STR-Y, y de algunos loci autosémicos de reciente aparicion,

como Penta Dy PentaE.

Respecto al nimero de sistemas PCR analizados hay una gran variabilidad. Un
laboratorio da resultados para 40 sistemas y tres para 9. Ocho laboratorios dan

resultados para 14 sistemas.

Los STR mas utilizados son los de CODIS, siendo los mas utilizados
HUMTHO1, HUMVWA, D10S317, HUMTPOX, D7S820, HUMCSF1PO,
D16S539 y amelogenina. De los 100 analizados han resultado consensuados

56 sistemas; 44 han sido estudiados por menos de tres laboratorios.

Se han remitido resultados para 21 STR y de ellos se han consensuado 18
sistemas. El mas utilizado ha sido el DYS390 utilizado por 42 laboratorios,
seguido por DYS19 analizado por 41 laboratorios. Se han consensuado nuevos
sistemas GATA y un solo laboratorio ha dado resultados para DYS435, DYS
436 y DYS 462.

Hay un laboratorio que da resultados para 17 STR-Y, 3 que dan 16, y el mayor
namero de laboratorio (29) emiten resultados para entre 5 y 8 sistemas,
mientras que 1 laboratorio da resultados para 1 solo sistema. Un estudio mas
exhaustivo, tanto de la participacion como de las discrepancias observadas se
les solicita a Antonio Amorim y Leonor Gusmao del Instituto de Patologia e
Inmunologia Molecular de la Universidad de Oporto.

Metodologia PCR

Respecto a la metodologia utilizada para PCR el 78 % de los sistemas se

analizan por primers comerciales.

Hay 5 laboratorios que no utilizan ningun primer comercial. En el concepto de
“otros” predominan los laboratorios que utilizan Identifiler, y AmpFISTR,

ademas de los elaborados por el propio laboratorio.



La deteccion es automatica en un 74% de los sistemas, siendo los mas usados
ABI 310 (42%), ABI 377 (17%), ALF (10%), FMBIOII (3%) y ABI 3100 (2,5%). El
nitrato de plata se ha usado en el 24% de los sistemas. Asi utilizan
secuenciador automatico 56 laboratorios (70%), 28 de ellos utilizan ABI 310y 3
el 3100.

PRIMERS SISTEMAS %

Otros 643 35,2
Power Plex 16 (Promega) 307 16,8
Profiler Plus (AB) 228 12,5
Cofiler (AB) 113 6,2
FFV (Promega) 73 4,0
SGM Plus 69 3,8
CTT (Promega) 64 3,5
Silver STR (Promega) 60 3,3
Y-Plex Reliagene 60 3,3
Monoplex (Promega) 49 2,7
FFFL Promega 36 2,0
Ninguno 29 1,6
Lifescodes 26 1,4
Power Plex 2.1 (Promega) 25 1,4
CTTv Promega 15 0,8
Profiler (AB) 11 0,6
Amply FLP D1S80 (AB) 8 0,4
Power Plex 1.1(Promega) 8 0,4
Green (AB) 4 0,2
SGM 0 0,0
Blue (AB) 0 0,0
STR Primer set ABI 0 0,0
Power Plex 1.2 (Promega) 0 0,0
SGM PLUS 0 0,0

La mayor parte de los laboratorios utilizan ladderes comerciales, pero aun hay
algunos, que para algunos sistemas no utlizan ninguno, y son

fundamentalmente en STR-Y.



También hay un gran numero de sistemas en los que se utilizan ladderes

secuenciados en el propio laboratorio o cedidos por otros. (35%)

Sistemas consensuados.

Se han consensuado 56 sistemas, lo que hace de estas muestras un buen
material de referencia, con gran nimero de sistemas consensuados en nimero
muy superior al de otros ejercicios, debido fundamentalmente a la libertad de
los participantes para enviar cualquier tipo de sistema que se analice en su
laboratorio. De estos 56 sistemas 18 son STR-Y, D1S80, HLADQAL, los 5
incluidos en Polymarker y el resto STR autosOmicos principalmente los

incluidos en los kits comerciales.

Discrepancias observadas

En el actual ejercicio se han detectado un alto nimero de resultados
discrepantes, de manera que frente a 7109 determinaciones se han
contabilizado 169 discrepancias, lo que supone un 2,4 % que distribuido son de

3,4% para STR Y y de un 2,1% para el resto de sistemas.

Laboratorios con discrepancias
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Analizados globalmente estas discrepancias se observa que hay 38 (47,5%)
laboratorios que presentan alguna discrepancia, aumentando significativamente

frente al 32,8% del pasado afio.



Asimismo el porcentaje de discrepancias ha aumentado frente a afios

anteriores.

Hay discrepancias en 37 sistemas (67%). Todos estas cifras bajan si no se
tienen en cuenta errores de los enviados para intercambio de resultados, los de
transcripcion o discrepancias por nomenclatura, bajando asi del 2,4% al 2%, y
de 38 a 33 laboratorios (41%).
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Sin embargo, la mayor parte de las discrepancias se concentran en unos pocos
laboratorios, asi el 51% de ellas se presentan en 9 laboratorios. Hay un
laboratorio con discrepancias en 9 sistemas y 19 laboratorios con una sola

discrepancia.

Por este alto porcentaje de discrepancias y por el posible beneficio que se
puede obtener del un estudio detallado de los motivos que los ocasionan es
por lo que se le pidid a Oscar Garcia, del Area de Laboratorio Ertzaintza, que

hiciese una presentacion mas detallada.

Entre las discrepancias observadas un 7% se dan entre laboratorios que
envian los resultados para intercambio. Otro 2% son debidas a los errores de
transcripcion, unas veces justificada por los propios laboratorios y otras

sospechada durante el estudio de los resultados.



Un 7% son debidos a la utilizacion de distinta nomenclatura y por altimo un 84
% son producidas por errores metodolégicos, no utilizacion de ladderes o
utilizacién de ladderes propios, etc.

Tipo de discrepancias

Nomenclatura
7%

Transcripcion

2% Intercambio

7%

Varios
84%

El sistema que mayor numero de discrepancias ha presentado ha sido
HUMF13A01, seguido de D13S317, HUMFES, ACTBP2 (SE33), D18S51,
D19S253 y D1S1656 y entre los STR-Y son DYS389 Il y DYS390 los que
mayor numero de errores presentan. El porcentaje mas alto lo presenta el
D19S253 conun 31% Yy el D1S1656 con un 23%.

ADN Mitocondrial

Participan 23 laboratorios, habiendo disminuido el nimero, respecto al pasado

ejercicio, a pesar del aumento de numero de participantes.

El mayor numero de laboratorios pertenece a laboratorios europeos
(especialmente espafioles), habiendo muy poca participacion en este campo de
laboratorios de Latinoamérica.

Los primer utilizados son Wilson un 58% y Vigilant un 25% de los laboratorios.
La purificacibn se hace con Microcon 100 (35%), Microspin (22%), Wizard
(13%), Centricon (13%) y otros (17%).

El 76% de los laboratorios utilizan termocicladores PE y para la secuenciacion
utilizan ABI 310 el 44% de los laboratorios, ABI 377 el 36% y ABI 3100 el 20%

de los laboratorios.



Participacion
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Para las muestras M-1 y M-2, sangre, dan resultados 23 laboratorios. En HVI
hay resultados discrepantes en dos laboratorios, y en HVII otros dos. Emiten
resultados iguales al consensuado en ambas regiones 20 laboratorios (87%).

Para las muestras M-3 y M-4, sangre, dan resultados 23 laboratorios. En HVI
hay resultados discrepantes en dos laboratorios, y en HVII una. Emiten
resultados iguales al consensuado en ambas regiones 21 laboratorios (81%).

Para la muestra M-5, esperma, dan resultados 20 laboratorios. En HVI y HVII
hay resultados discrepantes en un laboratorio. Emiten resultados iguales al
consensuado en ambas regiones 19 laboratorios (95%).

Para la muestra M-6, pelos, dan resultados 15 laboratorios. En HVI hay
resultados discrepantes en dos laboratorios y en HVII tres laboratorios. Emiten
resultados iguales al consensuado en ambas regiones 12 laboratorios (80%).

Un estudio mas exhaustivo de la metodologia utilizada, participacion vy
discrepancias se le solicita a Lourdes Prieto, del laboratorio de la Policia
Cientifica de Madrid.



Investigacion y resultados de la muestra Forense (M-5)

Como se ha explicado anteriormente la investigacion de la muestra Forense se
dio como optativa para laboratorios forenses. Consistia en una muestra de
individuo vasectomizado, no relacionado consanguineamente con ninguno de
los restantes donantes y que ya habia participado como donante en ejercicios
anteriores como donante de la muestra 3 en el ailo1996.

Dicen analizar la muestra 46 laboratorios (57%), dando resultados 42 de ellos y
especificando la metodologia utilizada 33 laboratorios. Como curiosidad, indicar
gue hay 25 laboratorios de los que especificaban en la encuesta realizar

casuistica forense que no dan resultados para esta muestra.

De los 33 laboratorios que especifican metodologia, 25 realizan pruebas
preliminares (luz de Wood, estudio de la fosfatasa acida, antigeno prostatico o
pruebas microscopicas) y el resto investigan directamente polimorfismos de
ADN. Casi todos los laboratorios que realizan pruebas preliminares dan
resultados correctos, excepto 3 laboratorios, uno que dice ver
espermatozoides, aunque en escaso numero y dos laboratorios que dan

negativo para la presencia de semen.

Respecto a las conclusiones emitidas por los 42 laboratorios hay diferentes
conclusiones: muestra humana, semen humano, negativo, semen, etc. En total
21 laboratorios dicen que se trata de esperma humano (51%). De ellos 8
laboratorios (20%) dicen que puede ser un individuo azoospérmico o

vasectomizado.

Se emiten conclusiones errébneas por 4 laboratorios, uno que ve
espermatozoides, dos que lo dan como negativo y uno que especifica que
puede ser compatible con material de origen humano en condiciones de
conservacion no adecuadas, o con material proveniente de primates superiores

(v.g. Pan troglodytes).



Un estudio mas completo sobre la investigacion llevada a cabo en la muestra
de esperma se solicita a Cristina Albarran, miembro del Servicio de Biologia el
Departamento de Madrid del Instituto de Toxicologia.

Conclusiones

Muestra humana 8
Muestra humana / Varon 5
Muestra humana / posible esperma 4
Muestra humana / esperma 18
Muestra esperma 3
Negativo esperma 2
Otros 1

Paternidad Préactica

Recordemos que ambos padres biolégicos, M-3 y M-4 eran hermanos del

padre bioldgico de M-2.

Realmente el nimero de sistemas por los que se podian excluir eran bajo,

especialmente para el donante de la muestra M-4.

El donante de la muestra M-3, y teniendo en cuenta los sistemas
consensuados se excluia por HUMVWA, HUMPRTB, D7S820, D18S535,
ACTBP2 (SE33), D19S433, D2S1338, D12S1090, Penta D, Penta E y DYS385

El donante de M-4 se excluia por HUMVWA, D19S433, D2S1338, D18S849,
Penta D y Penta E.

Han contestado 79 laboratorios, entre los que ha habido tres tipos de

repuestas.

Aquellos que realizan la conclusion correctamente, es decir, que ninguno de los
donantes de las muestras M-3 ni M-4 son los padres del donante de M-2. Esta

respuesta la han dado 46 laboratorios (58,2%).



Un segundo grupo excluye a M-3 como padre biologico de M-2, pero no
excluye al donante de M-4. Esta respuesta ha sido emitida por 30 laboratorios
(38,8%).

Un laboratorio excluye a M-3 pero no contesta para M-4.

Por ultimo, 2 laboratorios (2,5%) no excluye a ninguno de los donantes de M-3

0 M-4 como padres de M-2.

A estas conclusiones se han llegado de diferentes maneras, algunas sin tener

en cuenta correctamente las exclusiones detectadas.

Estudiados el numero de marcadores utilizados por los laboratorios de los
diferentes grupos se observa que hay laboratorios que no excluyen a M-4 que
han utilizado desde 9 hasta 33 marcadores.

Sin embargo hay laboratorios que con 9 sistemas han llegado a la conclusion

correcta.

Esto demuestra la importancia de que existan normas claras sobre la manera
de considerar las distintas exclusiones observadas y el que exista una bateria
de marcadores para casos especialmente conflictivos, o que se cuente con la
colaboracion de un laboratorio de referencia para casos dudosos, como puede

ser cuando existen relaciones de consanguinidad.
Dada la importancia del tema se solicitdo a Gloria Vallejo, Jefe del Servicio de
Biologia del Departamento de Madrid del Instituto de Toxicologia, que realizara

un estudio mas exhaustivo de los resultados emitidos.

Paternidad tedrica

Recordemos que se envio un caso de paternidad teorica para la evaluacion de
los célculos realizados. El ejemplo era especial dado que existia un sistema,
HUMVWA, en el que se podian hacer distinto tipo de interpretaciones. Esta
prueba es diseflada cada afio por un colaborador, al que se lo solicita la



Coordinadora con el objetivo de que se traten temas de actualidad y que
puedan servir para hacer un debate del que se saquen conclusiones que hagan

avanzar en la estandarizacion de los célculos.

Asi, este afo, se solicito el disefio del Ejercicio tedérico a Juan Antonio Luque
miembro del Servicio de Biologia del Departamento de Barcelona del Instituto
de Toxicologia, al que se solicitd hiciera una posterior presentaciéon y discusion

de resultados.

El tema propuesto era:

Presunto padre Hijo
HUMTHO1 9/9.3 6/9.3
HUMTPOX 8 8
HUMCSF1PO 10/12 9/12
D3S1358 15/18 15
HUMVWA 14 17
HUMFGA 21/22 22/23.2
D55818 12 12/13
D13S317 11/12 11/12
D75820 8/10 10/12

La interpretacion a realizar tenia la dificultad de por una parte si considerar el
sistema HUMVWA, 0 no y si se tenia en cuenta, que férmula utilizar y que
frecuencia. La mayor parte de los laboratorios informan de que la solucion pasa
necesariamente por el laboratorio, es decir se deberian analizar mas
marcadores. Esto supondria tener una bateria para casos no rutinarios o

contactar con un laboratorio de referencia.

Dejamos, en principio, fuera a HUMVWA y observamos que en el resto de los
sistemas existe una gran uniformidad de resultados. Se observan gran nimero
de diferencias debidas al sistema de redondeo utilizado, dado que no se hacia
ninguna referencia al nimero de digitos a utilizar. Aqui se ve la importancia de
como y cuando utilizar el redondeo, tema que debera tenerse en cuenta en

futuros ejercicios para tener mayor uniformidad en los datos.



Pasando por alto estas diferencias hay un consenso en los datos emitidos en
torno al 90% en todos los sistemas, siendo el sistema con mayor nimero de
discrepancias HUMFIBRA/FGA, seguido por D3S818.

Sistema Valor Laboratorios

D13S317 1,69 98%
D35S1358 1,80 98%
D3S818 1,29 90%
D7S820 0,86 91%
HUMCSF1PO 0,76 91%
HUMFIBRA 1,47 86%
HUMTHO1 0,95 94%
HUMTPOX 1,98 96%

Se detectan 3 errores de calculo y discrepancias en 17 laboratorios.

Si tenemos en cuenta el HUMWVA, se observa que lo excluyen de los célculos
35 laboratorios y otros 35 lo consideran, no especificando nada al respecto 9
laboratorios. Entre los que lo incluyen hay una gran diversidad de resultados,
encontrandose mas de 25 resultados diferentes.

El tema tratado este afo, si bien bastante discutido, es un tema de gran
actualidad que esta siendo discutido en distintos foros, y para el que todavia no
hay un acuerdo definitivo, si bien los expertos estan de acuerdo en que, ante
un caso de estos, hay que incluir el sistema en los célculos. El debate esta en
que formula y que frecuencia utilizar. Su inclusion ha servido para
demostrarnos la necesidad de que se trate este tema dentro del Grupo, y se
llegue a un acuerdo consensuado sobre como realizar los calculos cuando se

presente esta situacion.

Para la emision de certificados no se va a tener en cuenta el sistema
HUMVWA, ni los errores por redondeos, dado que no se ha especificado como

llevarlos a cabo.



Conclusiones y sugerencias proximo ejercicio

Tras la discusion se llego a los siguientes acuerdos en relacion con préximos

ejercicios:

» Especificar nomenclatura para STR-Y

Indicar numero de decimales a utilizar y tipo de redondeo a realizar en

paternidad tedrica

e Suministrar el mayor numero de datos posibles para el calculo de la

paternidad teédrica

» Solicitar se indiquen formulas o programas utilizados

* Enviar la muestra forense a los laboratorios que asi lo especifiquen, para
ello se volvera a enviar la encuesta sobre el tipo de analisis efectuado y se

pedira ratificacién a aquellos laboratorios que deseen participar.

Se van a hacer resumenes de las exposiciones para publicacion en el boletin y

en la pagina web del grupo.
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Resultados EJERCICIO COLABORATIVO
DNA 2002 STRs autosémicos

Oscar Garcia
Area de Laboratorio Ertzaintza, Bilbao

1.- Laboratorios participantes y nUmero de analisis realizados

En el ejercicio efectuado en el afio 2002 hay que destacar el elevado nimero
de participantes (80 laboratorios), lo cual nos da una cantidad muy grande de
datos que hemos de procesar, ya que han sido realizadas 5903
determinaciones. En cuanto a los datos obtenidos, nos encontramos con 34
laboratorios que discrepan con uno o varios de los resultados consensuados (lo
gue representa un porcentaje del 42’5 %) y, por otro lado, nos encontramos con
un total de 130 resultados discrepantes frente a los consensuados (lo que

representa un porcentaje del 2’20 %).

En los comentarios, en la discusion mantenida en Barcelona en las VIl
Jornadas, que surgieron a la presentacion de estas cifras, podemos destacar

los siguientes:

1. Dado que en otros ejercicios colaborativos y controles de calidad que se
realizan (grupo inglés, CAP, etc.) no se analiza una muestra forense (en
nuestro ejercicio era la muestra M-5), ¢los resultados obtenidos en el

tipaje de la muestra M-5 distorsionaban el porcentaje de error obtenido?

2. En aquellos casos en que el error fuera debido a una mala asignacion
alélica en todas las muestras analizadas, siendo constante el nimero de
repeticiones afiadidas o sustraidas al resultado consensuado, ¢la
consideracion de ello como un Unico fallo en el tipaje en vez de
considerar un fallo cada una de las muestras con resultados diferentes al

consensuado, alteraria el porcentaje de error obtenido?



A la vista de estos comentarios anteriormente expuestos, se procedid a

reanalizar los datos, obteniendo:

1. Tras eliminar la muestra M-5 (muestra forense)
* Numero de determinaciones: 5189

* Numero de errores en el tipaje: 118 (2'27 %)

2. Tras eliminar los errores de desplazamiento de ladder
e Numero de determinaciones: 5903

* NuUmero de errores: 18 (2’00 %)

Como puede observarse, los dos supuestos planteados no modifican

sustancialmente la tasa de error inicialmente reportada (2’20 %).

2.- Marcadores y discrepancias

A continuacion podemos observar los marcadores genéticos consensuados,
con el numero de discrepancias que se observan en cada uno de ellos, asi
como el porcentaje que estas discrepancias representan en el total de

determinaciones realizadas para ese marcador.

MARCADOR DETERMINACIONES DISCREPANCIAS %

D19S253 26 8 30,77%
D1S1656 35 8 22,86%
ACTBP2 30 4 13,33%
F13A01 222 24 10,81%
D12S391 61 5 8,20%
HPRTB 47 2 4,26%
FES/FPS 215 9 4,19%
F13B 150 6 4,00%
LPL 132 5 3,79%
D18S51 243 8 3,29%
D12S51090 31 1 3,23%
D18S535 32 1 3,13%
D13S317 344 10 2,91%
D1S80 45 1 2,22%
D7S820 335 7 2,09%
VWA 357 7 1,96%



MARCADOR DETERMINACIONES DISCREPANCIAS %

D5S818 269 5 1,86%
Penta E 114 2 1,75%
D3S1358 250 4 1,60%
TPOX 338 3 0,89%
D8S1179 243 2 0,82%
D21S11 259 2 0,77%
FGA 265 2 0,75%
THO1 356 2 0,56%
CSF1PO 329 1 0,30%
D16S539 331 1 0,30%
DQAL 30 0 0,00%
PM 155 0 0,00%
Amelogenina 309 0 0,00%
D3S1744 35 0 0,00%
D18S849 30 0 0,00%
Penta D 106 0 0,00%
D19S433 90 0 0,00%
D2S1338 89 0 0,00%

Es decir, el marcador que mas discrepancias genera es F13A01 (24), lo cual
nos da un 10’81 % de discrepancias respecto al total de determinaciones para
este marcador (222). Sin embargo, D19S253 tiene 8 discrepancias, pero como
el total de determinaciones para este marcador ha sido de 26, esto nos produce
un 3077 % de tasa de error en este marcador.

En la tabla se indica en color rojo, aquellos loci mas usados en casuistica
forense y que corresponden a los que se distribuyen comercialmente en los kits
de PowerPlex 16 (promega Corporation) y Identifiler (Applied Biosystems).

En general, tenemos 5903 determinaciones con 130 discrepancias, lo que
origina un 2’20 % de tasa de error. Esta tasa de error, se reduce
significativamente a un 1'21 % (4627 determinaciones con 56 discrepancias), si
s6lo consideramos a los loci indicados en color rojo, que resultan ser los mas
estandarizados, son aquellos que la mayoria de laboratorios analizan mediante
kits y ladderes comerciales, y mediante plataformas automaticas de tipaje (ABI
310, ABI 377, Hitachi, etc.):



DETERMINACIONES DISCREPANCIAS %
5903 130 2,20%
4627 56 1,21%

3.- Metodologia utilizada y discrepancias observadas

En cuanto a la metodologia utilizada, en la siguiente tabla, podemos observar
los resultados mas destacados en este aspecto. EI mayor numero de
discrepancias tiene lugar en aquellas determinaciones realizadas mediante ALF
(son 56 discrepancias que representan un 43’08 % del total de discrepancias)
seguido de las determinaciones realizadas con tincién con nitrato de plata (son
42 discrepancias que representan un 32’31 % del total de discrepancias). La
técnica mas utilizada es el uso de secuanciadores automaticos ABI (310, 377 y
3100) ya que con ellos se realizan el 60’26 % de las determinaciones. En
segundo lugar, se encuentra las determinaciones realizadas mediante tincién
con nitrato de plata, que representan un 2'23 % del total de determinaciones

realizadas.

Pero, la observacién mas importante radica en saber cudl es la tasa de error
cometida con las diversas técnicas analiticas usadas. Asi, llama la atencion
observar como de cada 100 determinaciones realizadas con el sistema ALF,
unas 10 son errdneas, respecto al resultado consensuado. La tasa de error,
también es muy elevada en el caso de determinaciones realizadas mediante
radiactividad. En determinaciones mediante plataformas ABI, la tasa de error se
sitia en torno al 0’7 %, mientras que en plataformas Hitachi y en deteccidn
mediante sondas ASO, no se producen ninguna discrepancia frente a los

resultados consensuados.

DISCREPANCIAS % % sobre DETERMIN. Tasa de error

ALF 56 43,08% 9,33% 10,16%
Nitrato de plata 42 32,31% 22,23% 3,20%
ABI 25 19,23% 60,26% 0,70%
Radiactividad 7 5,38% 1,61% 7,37%
Hitachi 0 0,00% 3,44% 0,00%
Sondas ASO 0 0,00% 3,13% 0,00%

130



4.- Reactivos utilizados y discrepancias observadas

De las 130 discrepancias observadas, la mayoria de ellas (75 discrepancias
gue representan un 57°69 %) se observan en sistemas analizados mediante el
uso de primers no comerciales y asignacion alélica tras comparacion con
ladderes no comerciales. El resto de las discrepancias (55 discrepancias que
representan un 42’31 %) ocurren al analizar sistemas genéticos usando kits
comerciales. Sin embargo, dentro de este ultimo grupo, la mayoria de
discrepancias ocurren cuando se usan sistemas de deteccion manuales. En la

siguiente tabla, podemos observar los resultados anteriormente mencionados:

DISCREPANCIAS
Primer no comercial + Ladder propio 75 57,69%
Primer comercial + Ladder comercial

Manual 34 26,15%
Automatico 21 16,15%
130

Un hecho que ha sorprendido tras analizar los resultados del ultimo control ha
sido conocer que de los 80 laboratorios participantes, 24 (lo que representa un

30 %) usaron en sus determinaciones primers y ladderes no comerciales.

5.- Concentracién de la mayoria de las discrepancias en un numero

reducido de laboratorios

Otro hecho que debe ser destacado, es que no se ha producido un reparto
uniforme de las discrepancias entre los laboratorios participantes en el ultimo
ejercicio. Asi, un namero reducido de laboratorio (10 de un total de 80, que
representan el 12'5 de los laboratorios participantes) ha acumulado la mayoria
de las discrepancias (84 de un total de 130, lo que representa un 64’62 % de

las discrepancias observadas.

6.- Conclusiones

Para finalizar, y a modo de resumen, podemos citar los hechos mas
destacados observados tras analizar con detalle los resultados enviados por los
diferentes laboratorios participantes en el Ejercicio de Polimorfismos de ADN
del afio 2002 del GEP-ISFG:



Un porcentaje reducido de laboratorios es el que origina la mayor parte
de las discrepancias observadas, respecto a los resultados

consensuados

Es en aquellos sistemas genéticos menos usados donde se detectan el
mayor porcentaje de discrepancias observadas

El uso de primers no comerciales y ladderes “in-house” originan la

mayoria de las discrepancias detectadas

El uso de sistemas automaticos de deteccidon (ABI, Hitachi) y el uso de
kits comerciales son las mejores herramientas de cara a minimizar los

errores producidos



Resultados EXERCICIO COLABORATIVO
DNA 2002 cromossoma Y

Leonor Gusmao e Anténio Amorim
IPATIMUP, Porto, Portugal

A participacéo dos laboratérios pode ser resumida da seguinte forma:

= N° |laboratorios inscritos 89

= N° |[abs que emitem resultados 80 (90%)

= N° J[abs que emitem resultados mtDNA 23 (29%)

= N° labs que emitem resultados STR Y 45 (56%)
= Destes, com haplotipo minimo 15 (17%)

Verifica-se que, embora a producéo de resultados envolvendo STRs do
cromossoma Y tenha ultrapassado a de mtDNA, o niamero de

contribuicdes com o hapl6tipo minimo continua baixo.

Considerando a evolucdo anual das participacOes de resultados de Y- STRs
(Fig.1), verifica-se que a proporcdo de resultados destes marcadores
relativamente ao total dos laboratorios que emitem resultados tem aumentado,

mas que no corrente exercicio se manteve a ja atingida no ano anterior (56%).

Fig.1
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No que respeita a evolucao anual da utilizacdo dos loci, (Fig.2), observa-se que
alguns marcadores tém crescido regularmente, em particular os incluidos no

hapl6tipo minimo.

Fig.2
Evolugéo anual por locus
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O aumento de contribuicdes envolvendo o haplétipo minimo tem crescido mais
rapidamente que o total (Fig.3), tendo passado de 22% para 36%. No entanto,
verifica-se a utilizagdo de um kit comercial que n&o inclui todos os marcadores.
Isso mesmo se conclui da andlise da Fig.4, onde se mostra, no corrente

exercicio, a utilizacdo de STRs por laboratério.

Passando a andlise da evolucédo anual dos erros de tipagens (Tabela 1), para
além de se referir que os resultados verificados em 1999 estédo
sobrevalorizados pela mudanga de nomenclatura verificada para dois dos
marcadores (responsaveis por mais de metade dos «erros» observados) é de
salientar que a taxa de erros verificada este ano (ainda que continue elevada:
3,2%) € menos de metade da obtida no exercicio anterior (7,3%), o que

significa, de todo modo, um progresso notavel.

Considerando finalmente, os «novos» STRs, apresentam-se 0s resultados na
Tabela 2. Nao considerando a discrepancia de nomenclatura assinalada,

apenas se tera registado um erro de tipagem em um total de 61 (e mesmo este



seria atribuivel a problemas de nomenclatura, mas o laboratério em questéo

nao refere a usada).

TABELA 1. Evolucao anual dos erros de tipagem

1998

1999

2000

2001

2002

2001

2002

Y19| 385 | 3891 |389I1| 390 | 391 | 392 | 393 | 388 Total
tipagens| 2 2 2 2 3 1 1 3 - 6
n°erros| - - - - 0 - - 0 - 0
tipagens|12**| 3 9 9 g** 8 7 9 1 66
n°erros| 3 0 0 2 2 1 0 1 - 19 (13.6%)
tipagens| 23 | 6 17 17 23 18 16 18 4 142
n°erros| O 1 0 5 1 1 1 4 0 |13(9.2%)
tipagens| 35 | 16 27 | 29 36 27 16 32 - 218
n°erros| 1 1 1 5 1 1 3 3 - 116 (7.3%)
tipagens| 42 | 24 | 33 | 39 | 43 | 38 | 27 | 40 4 290
n°erros| O 1 1 3 0 1 2 1 1 |10 (3.2%)
*DYS19 e DYS390, mudanga de nomenclatura
TABELA 2. «<Novos» STRs: evolucédo anual dos erros de tipagem
434 |435|436|437|438|439|A7.1 |A7.2|A10|C4|H4| 462 | Total
tipagens| 4 | 1 4114 1 1 1 /1|1 - 12
n°erros| 0 | - 1)-]1 - - - -1 -1 - [2(16.7%)
tipagens| 4 | 1 8 1 61
n°erros| 1* | - - | 1(1.6%)

*Nomenclatura de Bosch et al. (2002) FSI 125:42-51.

Passando agora a analise dos erros observados no corrente exercicio (Tabela

3), constata-se que a andlise é prejudicada pelo facto de ndo se dispor de




informacao relevante, nomeadamente quanto a metodologia utilizada. A
frequéncia de erros é elevada (3,3%: 11 em 335 tipagens nas quais foi indicado
o método utilizado) e que estdo mais associados a utilizacdo de sistemas
manuais. De facto, a taxa de erro nos utilizadores de sistemas automaticos &
de 1,5% (4 em 266) enquanto que nos primeiros ultrapassa os 10% (7 em 69).
Deve, no entanto referir-se que quase metade destes ultimos (3) se verifica em
DYS389ll, provavelmente por problemas de correcta determinacao de tamanho

alélico.

Fig.3
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Registe-se também que, embora se verifique um decréscimo de utilizadores da
antiga nomenclatura de DYS389, prossegue a coexisténcia das duas.
Relativamente a DYS434, apenas um laboratdrio usa nomenclatura distinta, o

gque também parece-se observar-se quanto a DYS437.

Ndo foi possivel avaliar o tratamento estatistico dos marcadores do

cromossoma Y no presente exercicio.

Estes resultados sugerem as seguintes



Conclusodes

1. Devera ser expecificada a nomenclatura a utilizar ou, em alternativa,

tornar obrigatéria a referéncia da utilizada

2. Incluir no préximo exercicio tedrico o tratamento estatistico dos

marcadores do cromosoma Y

Fig4. Utilizacdo de loci pelos laboratérios
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TABELA 3. Erros de tipagem

Nos casos assinalados a italico trata-se de situacBes em que se verificam

inconsisténcias internas nos resultados do mesmo laboratério; nos restantes os

erros sao sistematicos: todas as tipagens nesse sistema sao reportadas com o

mesmo numero de

repeticbes a mais ou a menos relativamente ao

consensuado
Marcador|Lab. Primers Deteccao Ladder
DYS385 |1650| (11/15 - 9/13) | De Kanijjf et al., 1997 ABI310 Proprio
DYS3891 (1125 (13*14) Kayser et al., 1997 ABI310 Nenhum
DYS3891111090| (28-29) ? Nitrato de Prata | Carracedo/Gusméo
1456| (31-30) Proprios Marc. radioactiva De Knijjf
1753| (31-30) Gusmao et al. Nitrato de Prata Gusméo et al.




DYS391 |1048 (10*11) GDB365251 Nitrato de Prata GDB365251
DYS392 1090 13512 ? Nitrato de Prata ?

1307 (13*14) Research Gen. ABI310 ?
DYS393 1090 14513 ? Nitrato de Prata | Carracedo/Gusmé&o
DYS388 1953 12.11 Kayser (1997) IJILM ABI310 Kayser (1997) IJLM
DYS437 (1971 148 Ayub (2000) Nitrato de Prata ?




Resultados EJERCICIO COLABORATIVO
DNA 2002 ADN mitocondrial

Lourdes Prieto y Marta Montesino
Laboratorio Biologia — ADN
Comisaria General de Policia Cientifica

ANTECEDENTES

Como todos los afios, Josefina Gomez pone en accién su ilimitada inteligencia
(un poco perversa) planteandonos problemas que nos hacen pensar y
recapacitar sobre si nuestros laboratorios estan a la altura que deben, cosa que
siempre es de agradecer. En esta ocasion, la cuestion a resolver consistié en
un expediente X que comprendia seis muestras bioldgicas: M-1, M-2, M-3 y M-
4 (manchas de sangre), M-5 (muestra forense que resultd ser semen de un
individuo vasectomizado) y M-6 (dos fragmentos de pelo). La muestra M-1
pertenecia a la madre del donante de la muestra M-2; M-3 y M-4 pertenecian a
los presuntos padres de M-2 (que luego resultaron ser hermanos entre ellos y
ninguno padre de M-2, sino tios paternos); el donante de M-5, gracias a Dios,
no tenia nada que ver con los anteriores; y finalmente los pelos M-6

pertenecian al donante de M-2.
PARTICIPANTES
De los 80 laboratorios que emitieron resultados para el resto de marcadores

sb6lo 24 intentaron analizar ADNmt (hay que animarse, “si trabajas en
mitocondrial serds mas jovial”). Para las manchas de sangre M-1, M-2 M-3 y M-



4 dieron resultados 23 laboratorios, para M-5, 20 laboratorios y para los pelos

M-6 sélo 15. Asi que esté claro que “la peluqueria” no es el fuerte del grupo.

El afio pasado hubo 64 laboratorios que emitieron resultados para ADN nuclear
de los cuales 26 analizaron también ADNmt en manchas de sangre y 21 en la

muestra de pelo. Esto supone una menor participacion en el presente control.

METODOLOGIA

Existe bastante homogeneidad en cuanto a la metodologia usada por los
distintos laboratorios. La mayoria utilizan los primers descritos por Wilson
(L15997-H16395 y L48-H408) o por Vigilant (L15996-H16401 y L29-H408); el
programa de PCR mas usado fue: desnaturalizacion 10" a 95°C, anillamiento
30" a 60°C, extension 30" a 72°C y extension final 10’a 72°C, con la variante
de predesnaturalizacién durante 10"a 95°C en los laboratorios que utilizan Taq
Gold. Las PCRs se desarrollaron mayoritariamente con 36 y 32 ciclos en
termocicladores PE (480, 2400, 9600 y 9700). Las quimicas de secuenciacion y
las purificaciones mas frecuentes fueron BigDye y dRhod, y Microcon-100 y
Microspin respectivamente. Por ultimo, los secuenciadores estrella fueron el
ABI-310 y el ABI-377, aunque los mas potentados utilizaron ABI-3100.

Por el contrario no existe homogeneidad en la ediciébn de las secuencias y
aunque lo mas comun ha sido realizar en analisis desde la posicion 16024
hasta la 16365 en HV1 y desde la posicion 73 hasta la 340 en HV2, muchos
laboratorios editan las secuencias desde otras posiciones. Esto no tiene porqué
ser un problema en los informes periciales si se hace constar las posiciones de
edicion de cada laboratorio de cara a posibles contrapericias, pero para
personas ajenas a la biologia forense como jueces, fiscales y abogados puede

inducir a conclusiones erroneas.
RESULTADOS DE M-1Y M-2
De los 23 laboratorios que emiten resultados para estas muestras 14 informan

el haplotipo 16356C; 73G; 152C; 195C; 263G; 310C. Otros cuatro mas dan el

mismo haplotipo pero utilizando una nomenclatura en las inserciones que no



sigue las recomendaciones de la ISFG, un laboratorio da la misma secuencia
pero solo hasta la posicion 309, uno afladen una indeterminacion (320N) y
otros tres difieren en una posicién del haplotipo consenso (ver tabla n° 1).

Como Josefina se supera cada afo, estas muestras presentaban
heteroplasmia de longitud en el stretch de poliC, como es frecuente en
secuencias con la transicion T-C en 310. Estamos menos acostumbrados a
ver esta heteroplasmia en HV2 que la que habitualmente aparece generada por
las inserciones de C antes de la posicion 310T. Informaron sobre esta

heteroplasmia 11 laboratorios.

RESULTADO N° LABORATORIOS
16356C:; 73G; 152C:; 195C;
5630 3100 14 CONSENSO
16356C: 73G: 152C: 195C: .
263G: 310C/T: 315.1C
16356C: 73G: 152C: 195C:
263G: 310C: 315: 315.1C: 1
315del DISTINTA
NOMENCLATURA
16356C: 73G: 152C: 195C: .
263G: 309.1C: 310C: 315.1C
16356C: 73G: 152C: 195C: .
263G: 309.1C: 310C
16356C: 73G: 152C: 195C:
263G: STOP 309 1 INCOMPLETA
16356C: 73G: 152C: 195C: ,
3G, 8100, 3901 1 1 INDETERMINACION
73G: 152C: 195C: 263G: .
310C: 315.1N
16356C: 73G: 152C: 195C:
263G; 310C; 320T ! 1 DIFERENCIA
16365C: 73G: 195C: 263G: .
303-315 insC

Tablan®1




RESULTADOS DE M-3 Y M-4

De los 23 laboratorios que obtienen resultados 20 informan el haplotipo
16298C; 195C; 228A; 263G; 309.1C; 315.1C en M3 y 21 en M4. Un laboratorio
da el mismo haplotipo sin la posicion 16298C y los dos restantes informan
secuencias muy diferentes, uno de ellos s6lo para la muestra M-3. La
secuencia que da este Ultimo contiene cinco transversiones (mucho menos
frecuentes que las transiciones) y dos polimorfismos no descritos, 16228A y
287T (ver tabla n°® 2). Estas muestras también son polimérficas respecto a la
secuencia de Anderson en la posicion 72 (transicion T - C) y de ello dan cuenta
15 laboratorios. No olvidemos que el polimorfismo 16298C suele estar asociado
al 72C y estas muestras asi lo corroboran.

Hay dos grupos que informan heteroplasmia de longitud originada por una

insercion de C antes de 310T.

RESULTADO N° LABORATORIOS
16298C; (72C); 195C; 228A; 263G;
20 M-3y 21 M-4 CONSENSO
309.1C; 315.1C
195C; 228A; 263G; 309.1C,;
1 1 DIFERENCIA
315.1C
16298C; 72C; 152C; 199C; 263G; 1
309.1C; 315.1C
16051C; 16228A; 16249A; NO CONSENSO
16270T,; 16287G; 16298C; 195C; 1 sélo M-3
263G; 287T, 309.1C; 315.1C

Tabla n® 2.- Se han considerado secuencias consenso tanto las que incluyen el

polimorfismo 72C como las que no.

RESULTADOS DE M5

Intentan el analisis de esta muestra 21 laboratorios y emiten resultados 20. La
secuencia consenso es 263G; 309.1C; 315.1C, informada por 18 laboratorios.

Es la segunda secuencia mas frecuente en poblacion caucasoide (lo Unico




corriente del control) después de 263G; 315.1C. Otros dos laboratorios dan
secuencias que se alejan mucho de la consenso, uno de ellos con cuatro
heteroplasmias de secuencia y un polimorfismo no descrito, 254G (ver tabla n°
3).

En esta muestra también informan heteroplasmia de longitud en 303-309 tres

laboratorios.
RESULTADOS N° LABORATORIOS
263G; 309.1C; 315.1C 18 CONSENSO
16129A; 152C; 263G;
309.1C; 315.1C !
73G; 146Y; 195Y; 254G; NO CONSENSO
263G; 302M; 310Y; 1

315.1C

Tabla n® 3.- M = A/C (aMino); Y = C/T (pYrimidine).

RESULTADOS DE M-6

Esta muestra fue analizada por 19 laboratorios pero solo dieron resultados 15.
De ellos, 10 emitieron el haplotipo 16356C; 73G; 152C; 195C; 263G; 310C, un
laboratorio informé el mismo haplotipo pero utilizando una nomenclatura en las
inserciones que no sigue las recomendaciones de la ISFG, otro laboratorio
logré editar HV2 entre los nucletétidos 66 y 250 y dio una heteroplasmia de
secuencia en HV1 (16365Y) y, finalmente, los tres restantes informaron

secuencias muy diferentes a la consenso (ver tabla n° 4).

RESULTADO N° LABORATORIOS
16356C; 73G; 152C;
10 CONSENSO
195C; 263G; 310C
16356C; 73G; 152C;
DISTINTA

195C:; 263G: 310C; 315; 1
315.1C; 315del

NOMENCLATURA

16356Y; 73G; 152C; 1 INCOMPLETA




195C

16093C; 16362C; 239C,;
263G; 315.1C

16220R; 16223Y;
16325Y; 73G; 146Y;
152Y; 195C; 254G; 1 NO CONSENSO
263G; 302M; 310Y;
315.1C

16347C:; 72C; 195C;
263G; 309.1C; 315.1C

Tablan®4.- R = A/G (puRina); Y = C/T (pYrimidine); M = A/C (aMino).

INTERPRETACION DE RESULTADOS

A la pregunta ¢puede pertenecer M-6 a alguno de los donantes de las
muestras M-1, M-2, M-3, M-4 o M-5?, 12 laboratorios contestaron”si, a M-1 o
M-2”, por lo que este es el resultado consenso. Un laboratorio contesto “si, a M-

5"y los haplotipos que dio para ambas muestras fueron:

M-5: 73G; 146Y; 195Y; 254G; 263G; 302M; 310Y; 315.1C
M-6: 16220R; 16223Y; 16325Y; 73G; 146Y; 152Y; 195C; 254G; 263G;
302M; 310Y; 315.1C.

es decir, no descarta que ambos haplotipos procedan del mismo linaje porque
s6lo se diferencian en varias posiciones en las cuales existen ambigtiedades

(¢, heteroplasmias?).

Por ultimo, dos laboratorios informan “no” debido a que la secuencia que

obtienen en la muestra M-6 es diferente a la consenso.

ANALISIS ESTADISTICO

Sélo hay un laboratorio que realiza una valoracion numérica de los resultados.
Busca la secuencia consenso “16356C; 73G; 152C; 195C; 263G; 310C” en una




base de datos compuesta por 1773 individuos caucasoides, 794 africanos y

345 asiaticos y la encuentra 0 veces.

Ya que las bases de datos se van ampliando se abre la posibilidad de que los
laboratorios empiecen a realizar valoraciones estadisticas en los casos
forenses. Es de gran importancia conocer la base de datos que se esta
utilizando pues ha de ser totalmente fiable, es decir, que las secuencias que en
ella figuran sean correctas y que los diferentes grupos poblacionales estén bien
clasificados. Ademas, la EDNAP ha propuesto correcciones por error de
muestreo cuando la secuencia no ha sido observada en la base de datos de
referencia (Forensic. Sci. Int. 124 (2001) 83-91), bien mediante intervalos de
confianza (Holland y Parsons, 1999) o bien con el método de Balding y Nichols
(1994). Veamos el caso que nos ocupa con ambas correcciones aprovechando

los datos ofrecidos por el laboratorio que realizé la valoracion numérica:

a) Holland y Parsons (1999) — p = 1-a " siendo

- p es en nuestro caso la probabilidad de obtener la secuencia
16356C; 73G; 152C; 195C; 263G; 310C en M-6, M-1 y M-2
suponiendo gque no pertenecen al mismo linaje materno.

- a seria 0,05 si queremos suponer un intervalo de confianza
del 95%, o 0,01 si suponemos un intervalo del 99%...

- n es el tamafo de la base de datos, 1773 caucasoides en
nuestro caso.

Por tanto p = 1- 0,05 ¥*""3 = 0,001688.

b) Balding y Nichols (1994) - p = x+2/ n+2 siendo

- p es en nuestro caso la probabilidad de obtener la secuencia
16356C; 73G; 152C; 195C; 263G; 310C en M-6, M-1 y M-2
suponiendo gue no pertenecen al mismo linaje materno.

- x es el numero de veces que aparece la secuencia en
estudio en la base de datos, en este caso, 0 veces.

- n es el tamafo de la base de datos, 1773 caucasoides en

nuestro caso.



Es decir, estos autores proponen incluir las secuencias a comparar (M-6
y [M-1y M-2]) en la base de datos de referencia para corregir el error de
muestreo ( por eso suman 2). El resultado final sera p = 0+2 / 1773+2 =
0,001127.

Una vez hemos obtenido el valor de p, estamos en disposicién de obtener el

valor del LR:

Prob obtener la secuencia M-6 y las secuencias M-1M-2 / M-6 y M-1M-2
pertenecen al mismo linaje materno

Prob obtener las secuencias M-6 y M-1M-2 / M-6 y M-1M-2 no
pertenecen al mismo linaje materno, es decir, p

LR =1/0,001688 [1592 en el caso de Holland y Parsons y LR = 1/0,001127 I
887 en el caso de Balding y Nichols.

Aportar estos datos a un Tribunal en un caso real es recomendable para evitar
gue la Sala pueda pensar que el haplotipo obtenido, al no aparecer en la base
de datos de referencia, es extraordinariamente raro, es decir, que se pueda

equiparar a frecuencias obtenidas con los perfiles STR.

ESTUDIOS ADICIONALES

Uno de los laboratorios participantes, ademas del analisis de las regiones
hipervariables 1 y 2, estudio la posicion 7028 en todas la muestras con el fin de
realizar una clasificacién en haplogrupos. Si dicha posicién est4 ocupada por
una T, se produce una diana para la enzima de restriccion Alul mientras que si
esta ocupada por una C, la enzima no reconoce la diana. M-1, M-2, M-3, M-4 y
M-6 resultaron ser +7028 Alul y M-5 -7028 Alul (ver figura n°® 1).

Junto con los datos obtenidos en la secuenciacion de HV1 y HV2, este
laboratorio clasificd las muestras en los siguientes haplogrupos (todos ellos

europeos):

M-1, M-2y M-6 - +7028Alul - haplogrupo U4



M-3y M-4 . +7028Alul - haplogrupo pre*V/V
M-5 - -7028Alul - haplogrupo H

7028 7028

TTGTAGCC TTGTAC
CATCGGGT CATCGAGT

O
O

-Alu |

Figuran® 1

CONCLUSIONES

Como en el ejercicio del afio pasado, los resultados obtenidos en el analisis de
muestras de sangre son muy buenos. La secuencia de M-1 y M-2 no era
sencilla debido a la heteroplasmia originada por la transicion de Ta C en 310y
a pesar de ello casi todos los laboratorios informaron correctamente el
haplotipo. Los laboratorios que no se ajustaron a la secuencia consenso sélo
se diferenciaban en una posicion o la diferencia se debia muy probablemente a

un error de transcripcion.

M-3 y M-4 presentaban electros de mas facil interpretacion y sélo 3 de los 23

laboratorios que emitieron resultados informaron secuencias diferentes.

En la muestra de esperma (M-5) también se obtuvieron resultados mas que
aceptables. A pesar de una menor participacion en el analisis de esta muestra

(20 laboratorios), la mayoria informaron la secuencia correcta (18 laboratorios).



Por ultimo, los peores resultados se obtuvieron en los fragmentos de pelo (M-
6). A pesar de que intentan el andlisis 19 laboratorios sélo obtienen resultados
15 y de ellos 11 informan la secuencia consenso, uno informa una secuencia

incompleta y tres emiten una secuencia muy diferente a la consenso.

Creemos que el andlisis de una secuencia no consiste solo en detectar los

polimorfismos respecto al haplotipo Anderson. Hay varios puntos que revisar:

- Consultar si los polimorfismos estan descritos en la bibliografia y
bases de datos. Si no fuera asi, cerciorarse de que la numeracién que
hemos asignado a las bases es la correcta y de que el polimorfismo se
detecta en las dos hebras. Si apareciera mas de una posicion diferente
a la CRS que no estuviera descrita, podriamos empezar a sospechar

un error en la numeracion.

- Verificar que el haplotipo pertenece a un haplogrupo concreto, es
decir, que no es de un extraterrestre, sino de un grupo poblacional
conocido. Si en la misma secuencia observamos polimorfismos tipicos
de un haplogrupo mezclados con polimorfismos tipicos de otro,

podemos empezar a sospechar una contaminacion.

- Como sabemos, las heteroplasmias de secuencia han de
confirmarse en ambas hebras y se debe revisar si la posicion en la que
aparece es "hot spot” (es decir, con elevada tasa de mutacion) o no. Si
encontramos mas de una heteroplasmia de secuencia en posiciones no

“hot spots”, debemos sospechar una contaminacion.

- En los dos ultimos puntos puede sernos de gran ayuda comparar
los resultados obtenidos en las muestras con los haplotipos del
personal del laboratorio.



Resultados EJERCICIO COLABORATIVO
DNA 2002 Muestra forense

Cristina Albarran
Seccién de Biologia

Instituto de Toxicologia (Madrid)

Muestra M-5 analizada: mancha de esperma de un individuo vasectomizado y
no relacionado con el resto de las muestras del control. Una muestra de sangre
de este individuo fue analizada en el control del afio 1996 (muestra M-3).

Participacion: de los 80 laboratorios participantes en el control, el 57 % de
ellos analizan la muestra M-5 (46 laboratorios) y 34 laboratorios no analizan

dicha muestra (20 de los cuales dicen ser forenses)

43%
NO 57%

Sl

RESULTADOS OBTENIDOS
1. RESPECTO A LA METODOLOGIA EMPLEADA:

« 3 laboratorios emiten resultados erréneos: uno visualiza
espermatozoides, otro dice que la mancha no es de semen (sin
especificar con qué analisis realizados) y otro dice que la mancha no es
de semen en base a un resultado negativo en la determinacion del

antigeno especifico de prostata (PSA).



e 1 laboratorio dice que es semen pero no especifica la metodologia

empleada para llegar a esa conclusion.

e 17 laboratorios solo realizan el analisis genético (8 de ellos dicen ser

forenses).

» 25 laboratorios realizan algun analisis preliminar para determinar la

naturaleza de la mancha ademas del analisis preliminar de ADN.

2. RESPECTO A LOS ANALISIS PRELIMINARES REALIZADOS

De los 25 laboratorios que los realizan (55% del total de laboratorios que

analizan la muestra M-5):

» 15 laboratorios realizan s6lo pruebas orientativas (tres de ellos no

emiten los resultados)

= color, textura o aspecto (2 laboratorios)

= |uz ultravioleta (3 laboratorios)

= visualizacién microscopica (2 laboratorios)

» fosfatasa acida semicuantitativa (7 laboratorios)

= cristales de espermina, colina (1 laboratorio)

» 10 laboratorios realizan pruebas confirmativas

= determinacion de antigeno especifico de prostata (PSA)
(10 laboratorios)

= visualizacién microscopica (8 laboratorios)

» Fosfatasa acida semicuantitativa (7 laboratorios, 2 de ellos
realizan analisis especificos para detectar la de origen
prostético)

= Analisis preliminar a la luz u.v. (3 laboratorios)

 Ademas algunos laboratorios realizan otras pruebas para descartar la

existencia de otros fluidos:



» Test de Adler para descartar la presencia de sangre (4
laboratorios)

= Determinacion de alfa-amilasa para descartar la presencia
de saliva (1 laboratorio)

» Test de ouchterlony (2 laboratorios)

3. RESPECTO AL ANALISIS GENETICO:

Todos los laboratorios obtienen resultados en el andlisis de todos los
marcadores STRs ensayados excepto dos laboratorios que obtienen resultados
parciales: un laboratorio obtiene un perfil para 9 de los 15 loci analizados y otro
laboratorio concluye que por el estdo de degradacion de la muestra debe ser
material de origen humano en condiciones de consrvacion no adecuadas o

material proveniente de primates superiores, v.g. Pan troglodites.

CONCLUSIONES

En la determinacién de la naturaleza de la mancha:

* 8 laboratorios concluyen que la muestra M-5 es de esperma humano y
no se visualizan espermatozoides realizando pruebas confirmativas
acompafiadas de visualizacidon microscépica. En base a estos resultados
afirman que la muestra analizada debe provenir de un individuo
azoospermico o vasectomizado.

» 2 laboratorios concluyen que la muestra M-5 es de esperma humano con
pruebas confirmativas pero no especifican que no se visualizan
espermatozoides.

» 12 laboratorios concluyen que la muestra M-5 es de esperma humano

s6lo en base a pruebas orientativas.
En el andlisis genético
Los 45 laboratorios concluyen que la muestra M-5 no puede provenir de M-1,

M-2, M-3 y M-4 y ademés 23 de esos 45 laboratorios (los que realizan el
analisis de ADN mitocondrial) que tampoco puede provenir de la muestra M-6



Otras conclusiones

Es llamativo el que algunos laboratorios que realizan casuistica forense
(segun cumplimentan en el cuestionario), no realizan ningln analisis
especifico para determinar la naturaleza del indicio, algo que en un caso
forense puede llegar ser tan importante como el analisis genético.

Dadas las caracteristicas de la muestra analizada (mancha de semen
sin espermatozoides) se pone de manifiesto la necesidad de realizar
varias pruebas confirmativas para determinar la naturaleza de la mancha
ya que la valoracién microscopica en estos caso no es de certeza.

Se confirma mayoritariamente que las técnicas de tipaje genético
actuales (PCR-STR) tienen suficiente sensibilidad para el analisis de
muestras criticas como ésta, al menos cuando se encuentran aisladas

sin mezcla con otros fluidos bioldgicos.



Resultados EJERCICIO COLABORATIVO
DNA 2002 Paternidad practica

Gloria Vallejo
Seccion de Biologia

Instituto de Toxicologia (Madrid)

El ejercicio colaborativo de polimorfismos de ADN del afio 2002 del Grupo
Espafiol- Portugués perteneciente al International Society for Forensic Genetics

(GEP-ISFG) ha contado con la participacion de 89 Laboratorios.

En dicho ejercicio se planted un caso de paternidad practico que textualmente
decia: ¢pueden los individuos de las muestras M-3 y M-4 ser padres de la

muestra M-2?. De la maternidad M-1, no se duda.

La respuesta dada fue que el padre de la muestra M-2 era otra persona distinta
de los donantes de las muestras M-3 y M-4, pero existia entre ellas una

relacion de parentesco, M-3, M-4 y el padre biolégico de la muestra M-2 eran

hermanos.
M-3

¢ Padre? ~

Padre

M-1 > Herman
Madre
M-4
¢Padre?

_

Del total de los 89 laboratorios participantes, emitieron resultados para el

ejercicio de la paternidad practica 79 laboratorios.

A continuacion se presentan las valoraciones sobre las conclusiones emitidas

por los laboratorios participantes, se presentan en primer lugar la valoracion de



las conclusiones emitidas para el andlisis genético de la Paternidad planteada

respecto de la muestra M-3 y en segundo lugar respecto de la muestra M-4.

I. Valoracién del analisis genético del individuo M-3 respecto de la

paternidad practica planteada.

De los 79 laboratorios que emitieron resultados 2 respondieron que M-3 puede
ser padre de M-2 (2.5%). El resto de los laboratorios consideran que M-3 no
puede ser padre de M-2 (97.5%).

Los 2 laboratorios que no excluyeron a M-3 de ser padre de M-2, detectaron 2
incompatibilidades genéticas para los sistemas D7S820 y VWA, si se

considerasen exclusiones genéticas serian exclusiones de 1° orden.

Los sistemas autosomicos utilizados por los 2 laboratorios para realizar estos

analisis fueron:

- Profiler Plus + Cofiler.
- Profiler Plus + Green (AB) (THO1, TPOX, CSF1PO).

Uno de estos laboratorios, en sus observaciones, consideré que las 2
incompatibilidades podrian ser mutaciones que deberian ser valoradas y por lo

tanto se deberia ampliar el nUmero de marcadores genéticos.

El otro laboratorio escribe en las observaciones “Al hacer el estudio de STRs,
en la M-3 aparece una exclusion en los sistemas HUMWA y D7S820y en la M4
en el sistema HUMVWA. Aplicando la primera y segunda regla Landsteiner,
calculamos la probabilidad de paternidad sin tener en cuenta estos marcadores
para M-3 y M-4. Los datos de ADNmt indican que los donantes de ambas

muestras estan emparentada por via materna (posiblemente hermanos)”.

[I. Valoracion del analisis genético del individuo M-4 respecto de la

paternidad practica planteada.



La valoracion del individuo M-4 ha resultado ser mas conflictiva para un gran
namero de laboratorios participantes, debido a que estos tan solo han podido

detectar una incompatibilidad genética.

De los 79 laboratorios que han emitido resultados 33 respondieron que M-4
puede ser padre de M-2 (41.8%). El resto de los laboratorios consideran que
M-4 no puede ser padre de M-2 (58.2%) .

De los 33 laboratorios, hay 30 que sélo detectan 1 incompatibilidad genética
para el sistema VWA, 1 laboratorio que produce 2 incompatibilidades genéticas
VWA y Penta D (este laboratorio aunque también estudia el sistema Penta E y
lo genotipa correctamente no lo tiene en cuenta en las incompatibilidades
geneéticas), y otros 2 laboratorios que no producen incompatibilidades genéticas
(1 de ellos estudia el sistema VWA, pero lo genotipa incorrectamente). Se

adjunta grafica.

1 Laboratorio con 2
incompatibilidades genéticas
vWA v Penta D

2 Lab. sin incompatibilidades
genéticas

30 Laboratorios con 1
incompatibilidad genética vWA

En la tabla 1 se presentan los 33 laboratorios que no han excluido a M-4 de ser
padre de M-2, se agrupan por el tipo de marcadores autdsomicos utilizados en
dicho estudio y se calcula la Probabilidad de Exclusion a Priori (PE) acumulada
para el supuesto de Investigacion de Paternidad Biologica (IBP) con Padre,
Madre e Hijo. El célculo se realiza con las bases de datos poblacionales del
Instituto de Toxicologia de Madrid.

Se comprueba que la PE que disponen los 33 laboratorios es siempre superior
a PE = 10.000, excepto para 2 laboratorios que no alcanzan dicho valor, pero

estan muy proximos.



Consideramos que seria interesante conocer la PE para un trio (P, M, H) con
relacion de parentesco entre el Presunto Padre y el Padre Bioldgico, ya que en
el caso practico planteado el individuo M-4 ha resultado ser hermano del padre

biologico del individuo M-2 .

Hay que tener en cuenta que en la practica pericial no siempre las IBP
realizadas en los laboratorios disponen de la informaciéon completa del caso, es
decir, si existe relacibn de parentesco entre el presunto padre y el padre
bioldgico o bien se trabaja con IBP incompletas, bien por que no se dispone de
la madre o el presunto padre esta fallecido y la investigacién se realiza
estudiando a sus familiares directos (hijos legales del fallecido, padres del

fallecido o hermanos del fallecido).

En nuestra opinidbn es necesario, que la PE de IBP con situaciones
comprometidas, sea valorada por el propio laboratorio antes de asumir la

responsabilidad de iniciar el analisis.

En la tabla 1 se muestran como dos grupos numerosos de laboratorios que no
han excluido a M-4 de ser el padre de M-2 trabajan con los siguientes

marcadores:

= CODIS (con o sin algun otro marcador).

» FFV+CTT+Silver STR Il (con o sin Monoplex o algun otro marcador)

En la valoracion del analisis genético del individuo M-4 se han recogido muchas
consideraciones, cuyo sentir general es de que se debe aumentar el nimero de
marcadores para obtener una conclusion definitiva. Se han contabilizado 14

laboratorios de los 79 participantes (17.7%) que han manifestado esta idea.
Ademaés 3 laboratorios de los 33 que no excluyen al individuo M-4 plantean
respecto al sistema VWA que la mutacion puede ser de origen materno o

paterno. Recordamos el resultado obtenido para el sistema vVWA:

M1:15/16 M2:14/15 M4: 15/17



Motivo por el cual alguno de estos laboratorios, no considera el resultado

obtenido en el sistema VWA, como de incompatibilidad genética de M-4

respecto de M-2.

Tabla 1: Agrupacion de los laboratorios (33) que no han excluido a M-4 de ser

padre de M-2, segun el tipo de marcadores autésomicos utilizados y su

correspondiente Probabilidad de Exclusion a Priori (PE).

Sistemas autésomicos utilizados / PE=10.000
1 Sin Prob.
n°incompatibilides. en M-4 exclusion
prior
CODIS/D1S80+FFV/PMDQA1/F13A0
1/F13B 12 99,99935%
CODIS + PP16 + D1S80 + PM +
DQA1l 99,999993%
FFV + CTT + Silver STR 1l y/o
Monoplex (LPL,PRTB,F13B) / D1S80 14 1= 99,9903%
03STR01STR
CTT + FFFL + Silver STR Il +
D12S391 + D5S818 + D18S535 1 99,9918%
m FES/FPS,THO1,F13A01, VWA, F
GA,D12S391, D21S11,D1S51656, 2 99 9776%
ACTBP2
m D1S80, THO1, F13A01, VWA,
FGA, D12S391, D21S11, 1 99.9911%
D1S1656, D18S51, ACTBP2
ProfilerPlus + PM + DQAL1 + CTT +
FES/FPS 1

99,999991%

Para realizar este ejercicio se han empleado un numero muy variado de

sistemas autosémicos, pero se han consensuado (mas de 3 laboratorios con el

mismo resultado) sélo 32 sistemas autosémicos.




En la tabla 2 se recogen los sistemas autosémicos consensuados que han
permitido producir incompatibilidades genéticas en la IBP del individuo M-4 y se
comparan con las incompatibilidades posibles que se producirian en esa misma

IBP pero sin madre.

Tabla 2: Incompatibilidades producidas para M-4 en la IBP planteada y en el

supuesto de investigacion de paternidad sin madre.

M-4 (P,M,H)

M-4 (P,H)

VWa: PP16, Identifiler,
ProfilerPlus, SGMplus,
CTTv, PP2.1

Incompatibilidad

Compatibilidad

D18S849 Lifecodes

Incompatibilidad

Compatibilidad

Penta D PP16

Incompatibilidad

Incompatibilidad

Penta E PP16

Incompatibilidad

Compatibilidad

D19S433 ldentifiler,
SGMplus

Incompatibilidad

Incompatibilidad

D2S1338 Identifiler,

Incompatibilidad

Incompatibilidad

SGMplus

lll. Sistemas multiplex més utilizados en el ejercicio colaborativo del afio

2002 para laresolucion de la paternidad practica.

El ejercicio colaborativo del GEP-ISFG del 2002 presenta una gran variabilidad
de combinaciones diferentes de marcadores autosémicos y STR de
cromosoma Y, ya que se han podido contabilizar mas de 45 combinaciones

distintas.



En la tabla 3 se presentan los sistemas multiplex autosomicos mas utilizados
en este afio y PE. El calculo se realiza con las bases de datos poblacionales

del Instituto de Toxicologia de Madrid.

Tabla 3: Sistemas Multiplex Autosémicos Mas Utilizados

PE
Laboratorios Bases datos INT
Madrid
(Cofiler,Profiler Plus) CODIS 25 99,99935 %
PowerPlex 16 24 99,99995 %
Identifiler 12 99,99994 %
FEV + CTT + Silver STR Il y/o 99,9903 %
21
Monoplex (LPL,PRTB,F13B) 99,9987 %
FFFL + Silver STR Il + CTT 4 99,9918 %
SGMplus + PowerPlex16 6 99,999995 %

IV. Evolucion de los métodos de trabajo usados en laresolucion de casos

de investigacion biolodgica de paternidad.

A continuacion se presentan en paralelo los métodos de trabajo utilizados por
los grupos de trabajo de habla Inglesa (ESWG) de ISFG y los del GEP-ISFG
durante los afios 2000 y 2001 y se completa con los métodos de trabajo
utilizados por nuestro grupo en el presente afio. Se recogen en la tabla 4.

Se puede de forma muy resumida concluir que la evolucion de ambos grupos
de trabajo es similar en la utilizaciéon de sus métodos con la excepcién de que
en nuestro grupo de trabajo se ha reducido notablemente la utilizacion de los

polimorfismos VNTR mediante SLP.




Tabla 4: Métodos utilizados en IBP en los afios 2000-2001-2002 por los grupos
de trabajo ESG-ISFG y GEP-ISFG

2000 2001 2002
ESWG (33)/ ESWG (36)/

, GEP(57) GEP(64) GEP (80)
Métodos % % %
VNTR/STR (PCR) 94 /98,2 94 /98,4 100
SLP 581/8,7 42 [ 4.6 1,25
ADN Mitocondrial 39/33 44 [ 42 .1 29
STR Cromosoma Y -142 -156,2 56
PolyMarker (PCR) 18/ 28 11/18,7 8,7
HLA-DQA1 33/30,9 25/18,7 87

Los métodos de trabajo utilizados por ESWG-ISFG han sido recogidos de: C.
Hallenberg, N. Morling. A report of 2000 and 2001 Paternity Testing Workshops
of the English Speaking Working Group of the International Society for Forensic

Genetics. Forensic Sci. Int. (En prensa).

También se presentan los métodos de trabajo utilizados por los laboratorios
gue han sido incluidos en informe anual del afio 2000 de la American
Association of Blood Banks (AABB): AABB. Annual report summary for 2000.
Parentage Testing Standards Committee. http:/www.aabb.org/. Ver tabla 5.

Se puede comprobar como los laboratorios de AABB también presentan un
porcentaje mucho mayor en la utilizacion de los polimorfismos VNTR mediante
SLP si se comparan con los laboratorios del GEP-ISFG. La utilizacion de PCR
con polimorfismos VNTR/ STR es del 98.2% para el GEP-ISFG, del 94 % para
el grupo ESWG-ISFG y tan solo del 66.6% para AABB durante el afio 2000.




Por otro lado se observa como los laboratorios de AABB o bien trabajan con
metodologia PCR o RFLP pero muy pocos laboratorios utilizan conjuntamente

ambas.

Tabla 5: Métodos utilizados en IBP durante el afio 2000 por el GEP-ISFG y
AABB.

Métodos AABB (42) GEP-ISFG (57)
% %
PCR/STR 66,6 98,2
RFLP 33,3 8,7
RFLP + PCR 2,8 8,7

V. Valoraciones estadisticas utilizadas en las conclusiones de la

paternidad préctica.

Este afo la paternidad planteada, ha generado que los laboratorios
participantes emitan en sus conclusiones un considerable numero de
valoraciones estadisticas de distinta naturaleza, hecho que le confiere especial
protagonismo en la valoracion general. El motivo de estas respuestas se debe
a que se cuestionaban dos posibles paternidades M-3 y M-4 con vinculo de

parentesco con el verdadero padre biolégico (eran hermanos).

18 laboratorios (22.5%) han concluido con diferentes valoraciones estadisticas.

Se enumeran las expresiones matematicas utilizadas:

W = Probabilidad de Paternidad ----44%.
IP = indice de Paternidad ----27.7%.

W = Probabilidad de Hermandad ----11%.
IP = indice de Hermandad ----- 11%.

IA = indice Avuncular -----11%.

LR del haplotipo del cromosoma Y ----- 4.3%.



10 laboratorios han concluido con calculo estadistico para las IBP

cuestionadas.

= 4 laboratorios han respondido que el individuo M-4 puede ser padre del
individuo M-2. Han empleado la formula W sin incluir en el célculo los
sistemas para los que observaban incompatibilidades genéticas (VWA
y/o D7S820). Todos han obtenido W superiores al 99,99%.

= 4 laboratorios han respondido que el individuo M-4 puede ser padre del
individuo M-2. Han empleado la formula W con la inclusién del factor de
correccién de mutacion para el sistema VWA en el célculo. Ya que estos
laboratorios observaban para ese sistema incompatibilidad genética.

Todos han obtenido W superiores o muy préximas al 99,99%.

Para el célculo de W, 2 laboratorios utilizaron la formula de Brenner Ch.

(mutation in Paternity http://www.dna-view.com/mudisc.htm)..

XIY = W/4P(Q)

Otros 2 laboratorios calcularon W utilizando la correccion por mutacion

mediante la férmula propuesta por AABB:

XIY = WA

También se observa la existencia de diferentes criterios para la utilizacion

de la tasa de mutacion (). Se han referenciado las siguientes p empleadas.

- Tasa de mutacion de VWA (AABB 1999 Annual Report) p= 0.0034

(http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/mutation.htm).

- Tasa de mutacion de VWA (Brikmann et al. 1998 Am.J. Hum. Genet)
p=0.00199
- 2 laboratorios han expresado la no posibilidad de paternidad en forma de IP,

incluyendo en el calculo el factor de correccion para las mutaciones detectadas.



Ambos laboratorios detectan 3 o0 mas incompatibilidades. Se incluyen los

resultados de ambos laboratorios.

1° laboratorio: IP = 10° para M-3 (7 incomp) y M-4 (3 incomp).
2° laboratorio: IP tiende 0 para M-4 (3 incomp) utilizando la formula de Brenner
X/IY= w/400000P(Q).

Este laboratorio produce una incompatibilidad genética para el sistema Penta E
donde se observa un incremento de 6 steps entre el presunto padre M-4 y M-2,
de ahi que en la aplicacion de la citada férmula de Brenner se obtenga una IP

final tendente a O.

VII. 2 laboratorios han concluido introduciendo valoraciones estadisticas
al estudiar los STR del cromosoma Y (STR Cr Y).

15 laboratorios estudian el haplotipo minimo completo de STR de cromosoma
Y, pero sélo 8 laboratorios describen la mutacion probable en el STR DYS385
I/ll para M-3.

Recordamos el resultado consensuado:; M2:11/15 M3:11/16* M4:11/15

- Uno de estos dos laboratorios concluye en forma de LR la posibilidad de que
se haya detectado una mutacion en la muestra M-3 para el loci DYS385 I/ll y
por lo tanto que las muestras M-2, M-3 y M-4 pertenezcan a individuos
emparentados. Su conclusién es expresada por el laboratorio de la siguiente
forma: “Probable mutacién loci DYS385 I/ll; LR= 2,35. Es 2,35 veces mas
probable de que se trate de una mutacion que de 2 haplotipos de 2 individuos

no emparentados”.

- El otro laboratorio informa mediante W y LR la posibilidad de que las muestras
M-2, M-3 y M-4 pertenezcan a individuos emparentados. Expresa su conclusion
de la forma siguiente: “Las muestras M-2, M-3 y M-4 comparten el mismo
haplotipo de cromosoma Y y presentan una probabilidad de 0,9990 (99,90% de

certeza) de compartir linaje por via paterna (indice: 1010)".



VIIl. Relaciones de hermandad y linaje paterno/ materno entre M-3y M-4.

<

27 laboratorios (34%) han hecho referencia en sus observaciones y/o
conclusiones a las relaciones de parentesco entre las muestras M-3y

M-4. Se resumen a continuacion:

15 laboratorios han referido la posibilidad de que de M-3 y M-4 presenten

relacion familiar por linaje paterno.

8 laboratorios observan la posibilidad de hermandad entre M-3 y M-4 en

base a su estudios de STR de cromosoma Y y de ADNmt.

3 laboratorios refieren la posibilidad de que entre M-3 y M-4 exista relacion

de parentesco por linaje materno.

1 laboratorio comenta la posibilidad de relacion de parentesco,

posiblemente de hermandad, por la coincidencia de al menos un alelo

entre M-3 y M-4, en todos los sistemas autosémicos estudiados.

La valoracion estadistica de las relaciones familiares se puede sintetizar de la

forma siguiente:

Célculos de hermandad entre M-3 y M-4; emiten célculos 5 laboratorios
utilizando férmulas de Probabilidad de Hermandad (W) e Indice de
Hermandad (IP). Se referencia bibliograficamente una de las férmulas
emitidas (F. Barros Angueira, 2000. La prueba del ADN en medicina

Forense).

Célculos de relacion familiar (M-3 y M-4 son tios de M-2); emiten
célculos de Indice Avuncular 2 laboratorios. Se referencia
bibliograficamente (Evett y Weir en Interpreting DNA. Evidence 1998,
Sinauer Asdciate, Inc).

Célculo de paternidad de M-3 respecto de M-4; emiten calculos solo 1

laboratorio y utiliza la férmula de Probabilidad de Paternidad (W).



IX. Conclusiones: Consideraciones cientificas

Los resultados obtenidos en este ejercicio de colaboracion plantean la
necesidad de reconsiderar si es 0 no realmente importante conocer las
Probabilidades de Exclusion a Priori para los diferentes supuestos de IBP

gue se presentan en la pericia diaria.

Es fundamental conocer cuales son nuestras posibilidades de trabajo para
abordar con garantias suficientes una investigacion de Paternidad, no sélo en
casos de trios (P, M, H), sino en casos incompletos (P, H) o bien en los
estudios familiares mediante los cuales tratamos de deducir el patrimonio
genético del presunto padre cuestionado y fallecido. Tampoco debemos olvidar
la dificil situacion que supone realizar una IBP cuando el presunto padre posee

vinculo familiar con el padre biolégico.

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo, parece no ser unanime en los criterios
de Exclusion Paternidad Biolégica: numero minimo de exclusiones
detectadas, criterio para ampliar el nimero de marcadores en situaciones

ambiguas (deteccion de incompatibilidades genéticas en bajo numero).

La Valoracién estadistica de los resultados requiere de una interpretacion
correcta por parte del perito, necesitando de un desarrollo probabilistico cuando
se comprueba el hecho de la compatibilidad genética. La realizacion de
célculos de Probabilidad de Paternidad o indice de Paternidad con o sin
inclusion del factor de correccion de mutacion para el /los sistemas estudiados,
la aplicacidon de las diferentes férmulas para calculos con mutacion, asi como
la tasa de mutacion [ elegida, entre otros, creemos que son motivo de debate y

discusion de interés en nuestros grupos de trabajo.

Finalmente se hace referencia a dos publicaciones que en nuestra opinién son
ilustrativas respecto de los temas anteriormente mencionados, donde se
plantean ampliamente la problematica de trabajo de las IBP en relacion con el
valor que debe adquirir el resultado de la Prueba Genética, su valoracion

estadistica y la forma de transmitir este resultado analitico ante los tribunales.



- Fung W K, Chung Y, Wong D. (2002) Power of exclusion revisited:
probability of excluding relatives of the father from paternity. Int J
Legal Med 116:64-67.

- Lee H, Lee J, Han G, Hwang J.(2000) Motherless case in paternity
testing. Forensic Sci. Int. 114; 57-65.



Resultados EJERCICIO COLABORATIVO
DNA 2002 Paternidad tedrica

Juan Antonio Luque
Seccion de Biologia

Instituto de Toxicologia (Barcelona)

El ejercicio constaba de una paternidad sin madre (supuesto habitual en casos
de paternidades e identificaciones de restos cadaveéricos), en la que se
proporcionaban datos de tipaje y frecuencias poblacionales para 9 marcadores
y ningun dato mas. Uno de los marcadores (VWA) presentaba una
inconsistencia genética entre presunto padre e hijo simulando la existencia de
un alelo nulo, y los otros 8 recogian todas las combinaciones posibles entre
padre e hijo, con la particularidad de que las frecuencias de los alelos
implicados eran altas, dando un IP muy bajo. El no dar mas datos se hizo a
propésito para no inducir la respuesta, ya que los casos reales no proporcionan

mas informacion que el propio resultado analitico.

Aunque los resultados fueron un poco peores de lo esperado, los errores, son

errores "tontos" facilmente subsanables.

El analisis de los resultados del control tiene que ser diferente entre VWA y los

otros 8 marcadores:

Exceptuando VWA se emitieron 632 célculos (79 laboratorios). Se dieron
como correctos los que daban el valor exacto de IP con mas o menos cifras
significativas (redondeo IP: 447), y aquellos en que los parciales daban el valor
exacto pero al redondear estos, el IP diferia ligeramente (Redondeo X o Y: 62),
suponiendo el 80,5%. Se observaron 53 resultados en el que el redondeo habia
sido incorrecto en su ultima cifra significativa, aunque el resultado no se

apartaba en mucho del real (mal redondeo).






Incluyendo estos resultados al igual que en otros ejercicios, ya que no exceden
de la media lo suficiente para afectar a un resultado final, tenemos un 88,9% de
resultados correctos. El resto de resultados presentan errores en las formulas
(11), errores claros de transcripcion (10), planteamientos distintos (10), y el

resto errores indeterminados.

Por marcadores se observa una incidencia mayor de errores en D5S818 y
FGA, que siendo benevolentes alcanzan un 13% si no se tienen en cuenta los
errores de redondeo siendo los mejores resultados para TPOX con un 6% de

errores.

Por laboratorios, los resultados son desastrosos, ya que 28 laboratorios
cometen algun error (no de redondeo) en alguno de los marcadores,
normalmente errores puntuales por "despiste”, aunque hay laboratorios con
todos los resultados mal. Gran parte de los laboratorios que cometen errores,

también realizan mal el redondeo en otros marcadores.



Respecto al VWA, en principio, y puesto que no hay una respuesta claramente

mayoritaria y que se puede abordar desde varias perspectivas, no se considera
como valido para el control de calidad, sino como intercambio de resultados,
siendo muy interesante la discusion y reflexion que ha originado. Hay tres
posibles explicaciones para este marcador:

1. Se trata de una exclusion real
2. Se ha producido una mutacion con ganancia de tres repeticiones
3. Se trasmite un alelo silente

Los apartados 2 y 3 requieren datos adicionales como tasa de mutacion, poder
de exclusion o tasa de alelos silentes.



De los 79 laboratorios que hacen el ejercicio tedrico hay 43 que dan un

resultado para este marcador. Hay laboratorios que han explicado las tres
opciones y han valorado las mismas. 6 laboratorios hacen el calculo como una
mutacién simple, 2 calculan una mutacién de tres pasos, 20 hacen el calculo
teniendo en cuenta la tasa de alelos nulos, 7 ambas opciones, 6 dan 0 como IP

y el resto faltan datos para saber que se ha hecho.

Respecto a las conclusiones finales, 54 laboratorios indican la necesidad de
realizar mas marcadores, 4 descartan la relacién de paternidad por el IP o
indican exclusion, otros 4 indican no concluyente o indefinida y el resto dan

conclusiones varias incluyendo en algunos casos predicados verbales.



ACTA ASAMBLEA GENERAL

lon Uriarte
Secretario del GEP-ISFG

Numero de socios presentes al inicio de la misma: 58

Laboratorios participantes

Policia Cientifica de Madrid. Espafia

- Instituto Nacional de Toxicologia de Madrid. Espafia

- Instituto Nacional de Toxicologia de Sevilla. Espafia

- Servicio de Huellas Digitales Genéticas de Buenos Aires. Argentina

- IPATIMUP de Oporto. Portugal

- Instituto de Medicina Legal de La Habana. Cuba

-  UFMG. Brasil

- Mossos d’Esquadra. Barcelona

- Laboratorio de Inmunogenética y Diagnostico Molecular (LIDMO). Argentina

- Facultad de Medicina Lisboa. Portugal

- PRICAI de Buenos Aires. Argentina

- Instituto Nacional de Medicina Legal de Lisboa. Portugal

- Servicios Médicos Yunis Turbay. Colombia

- Instituto Nacional de Toxicologia de Barcelona. Espafia

- Instituto de Medicina Legal de Santiago de Compostela. Espafa

- Unidad de Genética Médica. Universidad de Zulia. Venezuela

- Laboratorio de Genética Forense y Huellas Digitales de ADN. Instituto
Neuroldgico de Antioquia. Colombia

- Universidad Tecnologica de Pereira. Colombia

- Policia Cientifica de la Ertzaintza. Espafa

- DNA PROBES de Caracas. Venezuela

- Genomic Engenharia Molecular Ltda de Sao Paulo. Brasil

- NUPAD. Brasil

- Centro de Analisis Genéticos C.A.G.T. de Zaragoza. Espafa

- Brigada Provincial de Policia Cientifica de Barcelona. Espafia

- Instituto Nacional de Toxicologia de Canarias. Espafia



- Instituto de Medicina Legal de Valencia. Espafia
- Universidad Complutense de Madrid. Espafia
- Laboratorio de Genética Humana de Funchal. Portugal

En Barcelona el dia siete de junio del dos mil dos y durante la asamblea
general de los asociados del grupo, con la presencia de cincuenta y ocho

miembros al inicio de la misma.

Abre la sesion el Presidente del GEP agradeciendo a la organizacion de las
VIl Jornadas de Genética Forense, en especial al Coordinador de las mismas,
el Dr. Juan Luis Valverde, por la dedicaciéon y los esfuerzos realizados en las

mismas.

Comienza exponiendo la necesidad de modificacion de los Estatutos del Grupo,
(por ejemplo, el cambio de denominaciéon de GEP-ISFH a GEP-ISFG, etc.),
pero dado que segun los estatutos vigentes se requiere la conformidad de 3/5
partes de los miembros, lo cual es fisicamente muy dificil de lograr, se propone
enviar desde el Comité Ejecutivo una encuesta abierta a sugerencias con las
proposiciones con modificacion de Estatutos y tras ser respondida, se remitiria
una propuesta definitiva a votar por los miembros por algun sistema a valorar

(on line, voto delegado...)

Pasa a informar sobre la nueva péagina web creada, que todavia tienen
opciones sin activar, estando previsto un mantenimiento anual por la empresa.
Solicita a los miembros revisar sus datos para verificar si estos son correctos.
M2 José Farfan propone la creacion de un link desde la pagina de Santiago de
Compostela hacia la nuestra.

Informa sobre la solicitud recibida de la Sociedad Brasilefia de Medicina Legal
para centralizar la remision del Control de Calidad para todos los laboratorios
de Brasil. Comenta la posibilidad de hacer extensivo este sistema a los
laboratorios de Argentina. Gustavo Penacino da el visto bueno a esta
propuesta. Se plantea por parte de laboratorios de Venezuela la posibilidad de
gue esto retrase mucho la entrega de las muestras. Josefina Gomez plantea la
posibilidad de ante el extravio de un envio llevaria consigo la pérdida de gran



cantidad de muestras, hecho que acarrearia mayores problemas que en la
actualidad. Se acuerda la necesidad nombrar un responsable de la recepcion y
gue cada laboratorio confirme la recepcién de las muestras. Juan Antonio
Luque propone que cada laboratorio decida si se lo mandan directamente o a
través de un responsable, especificacion que podria realizarse al remitir el pago

del control.

Pasa la palabra al Vicepresidente del GEP-ISFG quien hace mencion a la
excelente calidad del debate sobre el control de calidad, expresando la
necesidad de que el mismo se recoja en el boletin anual del Grupo, exponiendo
su queja por la no realizacién del mismo en el afio 2001, y proponiendo que el
citado boletin se dedique a reflejar este tipo de datos dejando todo lo
relacionado con los Grupos de Trabajo a los Coordinadores de los mismos, al

disponerse en la pagina web de secciones especificas para cada uno de ellos.

Procede a repasar los temas pendientes de cada Grupo de Trabajo:

- Grupo de Acreditacion en Genética Forense:
Actualizacién de nuevas normativas

Necesidad de realizacion de dos controles de calidad anuales

- Grupo de Base de Datos de ADN nuclear
Continuar con la recopilacién de frecuencias de los STRs més utilizados

para obtener resultados globales

- Grupo de Bases de Datos de ADN mitocondrial
El propio grupo propone un cambio de orientacion de su funcién, pasando a
ser un grupo de apoyo técnico ante la falta de colaboracion por parte de los
laboratorios del grupo
En cuanto a la labor de recopilar datos para la base, labor que considera de
sumo interés, estard en manos de todos los laboratorios que realizan
analisis de ADN mitocondrial el conseguir que esta funcidn tenga

continuidad



- Grupo de Cromosoma Y
Se aumenta el plazo para recibir resultados sobre el control de nuevos
marcadores de cromosoma Y, para poder presentarlos en la proxima

reunion sobre cromosoma Y a celebrarse en Noviembre en Oporto

- Grupo sobre Recomendaciones para la recogida y envio de muestras con
fines de identificacion genética
Continuacion con la difusion de la guia de recomendaciones
Valorar cuestiones relativas a la custodia y postcustodia asociadas a la

muestra

- Grupo de Formaciéon en Genética Forense
Queda pendiente la realizacion de una encuesta sobre necesidades de
formacion

Se le propone informar en la pagina web sobre la oferta actual de formacion

- Grupo de Estadistica
Continuara con sus actividades de formacion y disposicion de ejemplos en
la red

- Grupo de Paternidad
Establecimiento de un borrador de criterios cientificos y de interpretacion,
para poder actualizar las normas del GEP que han perdido su vigencia

- Grupo de Bioética
Establece como nuevo Coordinador a Emilio Yunis

Realizacién de una encuesta a los laboratorios sobre cuestiones bioéticas

Mercedes Aler propone la realizacion de una recopilacion de los métodos
utilizados por cada laboratorio en cuanto a los estudios preliminares a realizar a

una muestra.

A continuacion toma la palabra el Secretario del GEP informando que desde el
afio pasado a fecha de 20 de Mayo se han incorporado al grupo 35 nuevos
socios conformando un total de 286 socios y 101 laboratorios, distribuidos en



35 laboratorios en Espafia, 7 en Portugal, 1 en Francia, 1 en Cuba, 1 en Mexico

y 56 en Sudameérica.

Seguidamente, toma la palabra la Tesorera del GEP-ISFG informando de la
situacion economica que a fecha de realizacion de la Asamblea (7 de junio), y
teniendo en cuenta los abonos recibidos durante la celebracion de las
Jornadas, se dispone de un saldo de unos 7.000 €.

Recuerda que los gastos derivados de transferencias han de ser abonados por
los propios laboratorios y que la cuota anual en el afio 2001 es de 12 € y del
afio 2002 es de 17 €.

Carlos Vullo plantea la posibilidad de abaratar el costo del Control de Calidad
en vista de la obtencion de beneficios en el presente afio. Se expone la
preocupacion por las repercusiones legales que pudiera tener para el grupo el
contar con beneficios. Tras aportar sus opiniones José Luis Gonzalez y Juan
Antonio Luque, se observa la necesidad de hacer una consulta legal sobre el

tema.

Se acuerda hacer un estudio del coste del control de calidad para poder ajustar

el precio del mismo.

Retoma la palabra el Presidente para pasar al siguiente punto del orden del
dia, la presentacion de propuestas para la celebracion de las VIl Jornadas
del GEP-ISFG.

Toma la palabra Antonio Amorim quien propone la organizacién por parte del
IPATIMUP en Oporto. Asimismo, sugiere un cambio en la estructuracion de las
Jornadas dedicando un primer dia a un workshop sobre un tema especifico y
un segundo Yy tercer dias dedicados a la discusion sobre el control de calidad,
los grupos de trabajo y la Asamblea General del grupo, proponiendo la
eliminacién de la presentacion de posters y las comunicaciones orales (que
podrian ser virtuales) por el coste economico que suponen y la escasa
aportacion que ofrecen. Asi como sugiere la comunicacién obligatoria por

laboratorio con la actualizacion de sus datos.



Se discuten las ventajas y desventajas de esta propuesta acordandose emitir
certificados para las presentaciones virtuales (necesario para algunos

laboratorios para obtener subvenciones para el viaje).

Se procede a votar a mano alzada la propuesta de Oporto como sede de las
préximas Jornadas, tal y como Antonio Amorin plantea, aceptandose por

mayoria registrandose una abstencion.

El Presidente pasa al siguiente punto del orden del dia que es la renovaciéon
de cargos del Comité Ejecutivo exponiendo la disposiciéon del mismo a
continuar su labor los proximos dos afios. Se pasa a votar a mano alzada
registrandose 3 abstenciones y ningun voto en contra, con lo que se aprueba

por mayoria la continuidad del mismo Comité Ejecutivo.

Juan Antonio Luque toma la palabra para solicitar que se mande con suficiente
antelacion el Orden del Dia para las Asambleas del grupo, asi como la
posibilidad de delegacién de voto para poder asi llevar a efecto temas como la
modificacion de estatutos.

Se aborda el ultimo punto en el orden del dia, sugerencias para el proximo
Control de Calidad, discutiéndose en primer lugar la conveniencia de realizar
un solo envio de muestras y analizarlos en dos fases o hacerlo en dos envios
diferenciados, acordandose esperar a la evolucibn de las normas sobre
acreditacion y la necesidad o no de realizar los dos mencionados controles

anuales.

Antonio Alonso plantea la consulta sobre si se ha de mantener la estructura

actual del control (paternidad, paternidad tedrica, muestra forense, pelo, etc).

Leonor Gusmao comenta la posibilidad de enviar muestras a otros laboratorios
externos al grupo, pero solo para la realizacion de analisis de cromosoma Y,
emitiendo certificados de calidad, de forma que el GEP-ISFG actuase como

organizador de un control europeo de cromosoma Y.



Se solicita por parte del Vicepresidente que formulen una propuesta concreta

en cuanto a numero de laboratorios, forma de pago, precio, etc.

El Presidente da por finalizada la asamblea.



Informe de Tesoreria

Cristina Albarran

Tesorera del GEP-ISFG

Estado de las cuentas del GEP-ISFG

PERIODO: 1-Enero-02 a 31-Agosto-02

Saldo de inicio a 1-01-02 = 3.256,9 €

GASTOS INGRESOS
MES GESTION OTROS CUQOTAS Balance
BANCARIA SOCIO

Y CONTROL
ENERO-02 11,22 2.744,04 W 1.080,99 -1.674,27
FEBRERO-02 1,83 - 396,86 395,03
MARZO-02 112,02 240,4 @ 5.878,32 5.525,9
ABRIL-02 10,49 - 1.993,46 1.982,97
MAYO-02 39,47 650 @ 1.811,08 1.121,61
JUNIO-02 4,8 1.994,4 ¥ 756 -1.243,2
JULIO-02 8,94 - 1.186,38 1.177,44
AGOSTO-02 1,92 - - -1,92
TOTAL - 190,69 - 5.628,84 13.103,09 7.283,56

DESGLOSE DE OTROS GASTOS:

1- Papel Whatman para el control (1.059,86 €) y envio por correo certificado
de las muestras del control (1.684,18 €)

2- Compra de una impresora (203,74 €) y envio de cartas de la tesoreria

(36,66 €)




3- Gastos del viaje a Barcelona de la coordinadora del control: avion,

alojamiento,... (480 €) y devolucién de un cobro erréneo (170 €)

4- Pago a los organizadores de las jornadas de Barcelona de las inscripciones

cobradas mediante VISA (1.020 €) y disefio de la nueva pagina web del
GEP-ISFG (974,40 €)

Saldo en C/C (a 31-08-02) = 10.540,46 + CAJA = 32,27

TOTAL EN EUROS: 10.572,73 €

Evolucion por meses gastos/ingresos

PERIODO: 1-Enero-02 a 31-Agosto-02
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