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EJERCICIO DE INTERCOMPARACION
"ESTUDMO DE POLIMORFISMOS DE ADN EN MANCHAS DE SANGRE Y OTRAS
MUESTRAS BIOLOGICAS"

EJERCICIOD EIADN N® 23 (2015)

NIVEL BASICO FECHA LIMITE: 11/05/2015

Itemes erwiadas

ﬁfﬂﬁdulﬂ de Parentesco

M1 2 M3: tems de referenca
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IW44: item dubitado forerse
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2015/Mddulo de Parentesco - Nivel bdsioo
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Estudio tedrico forense
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EJERCICIO DE INTERCOMPARACION
“ESTUDIO DE POLIMORFISMOS DE ADM EN MANCHAS DE SANGRE ¥ OTRAS
MUESTRAS BIOLOGICAS”

NIVEL AVANZADO EJERCICIO ELADN N¥ 23 {2015) FECHA LIMITE: 11/05/2015

|~ 2015 /Médula de Parenteses

Ibems erviados

Mo se remiten fems)

2015 Médulo Forense
ME: ibem dubitado forense
M7 ftem dubitada forense
M8: ftem dubitada forense

N® de precinto

\ M9: item dubitadao fore: humana

e ———
Planteamiento propuesto:

2015 Madulo de Parentesco — Niwel avanzada

Desafic tedrico de parentesco
Se solicita la resolucién de un case tednco.

2015 Mddulo Forerse — Mivel avanzadoa

Estudio prictico forense
a MG ibem forense para identificacién de fluidas y andlisis genédtico
= MT7: item forense para identificacién de fluidas y andliss genético
= ME: item forense para identificacién de fluidas y andliss genético
= ME: ibem forense no humano para identficacidn de flusdos y de espece

¢ Indigue la naturaleza de los componentes ¥ el nimero minimo de contribuyertes detectadas en las items
G, MT v M.

& (Podra haber contribuido a los items ME, M7, ME alguna de los donantes de los ibems de referenca M1,
M2, M37
Indigue la raturalkeza de las componentes del item MS & dentifique b espede.

Desafio tedrico forense
Se solicita b resolucitn de un caso tednico.

Mt a e hear

La inwestigacidn <& realizard com los marcadones y métodos que o laboratorio elja y gue habitualmente we &n ruting o
w5tk ponkndo 3 punto. Los bems han de ser Tatados como muestras rutinanas del laboratorio y, si o posible, de forma
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Composicion del ejercicio
NIVEL BASICO

*Mddulo de parentesco Jll *Modulo forense

O ESTUDIO PRACTICO 0 ESTUDIO PRACTICO
M1 M2 M3 M4 M5

0 ESTUDIO TEORICO 0 ESTUDIO TEORICO

Calculo IM Calculo LR




Andlisis genético




C r el indice de maternidad en
upuesto caso de nihos robados

Indi alores de LR
da marcador
de LR to

i

mdticos emplea
manual

—

|

IRENSES

Clt



Lo [ L 4 [
Analisis genetico (MEZCLA DE
IDOS

M

INATURALEZA
De LOS
FLUIDOS?

1,2, M3
CONTRIBUYENTES

DE Mé4?
M~'\SL’S




NIVEL BASICO: Médulo forense
practico IT

M5

Cabellos sin
contaminacion

MENSES




.....

- perfil MEZCLA

JJJJJ

e Cadlculo de las LR parciales y total. Hipotesis
establecidas

e Programa informatico o formulas empleadas
e Otras hipotesis




Composicion del ejercicio
NIVEL AVANZADO

*Moédulo de parentesco

O Desafio teorico de parentesco
Calculo LR

Modulo forense

d Estudio practico
M6, M7, M8, M9

O Desafio teorico

Calculo LR




Al morir una mujer, su hijo solicita la

prueba de paternidad a un hombre N
que supuestamente es su padre. " |
- Hipotesis R ?
-Indice de paternidad
-Programa informatico o formulas empleadas

*Se envia el correspondiente dictamen con los resultados
obtenidos al juzgado. Desde el cual se informa que el

presunto padre niega la paternidad y afirma que en realidad
el verdadero padre es su hermano (de padre y madre), ya
fallecido.
- Hipotesis
-Indice de paternidad N
-Programa informatico o formulas empleadas JM




Andlisis genético

Naturaleza de los fluidos
N° contribuyentes

¢M1,M2 M3 Contribuyentes?

INSTITUTO NACIONAL DE J\‘ 1
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Item origen
animal

Naturaleza del fluido/s
Identificacion de especie

Metodologia

INSTITUTO NACIONAL DE [\‘ T
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Muestras de

Posible homicidio Mancha 1-A
LB AL en sabana

referencia:
MF y HM

T Seleccion de la opcion que mejor describe los
5 8§ & ° resultados
Hizia Perfiles inferidos el (e el

minoritario (A) y mayoritario (B), respectivamente.

Hipotesis y cdlculo LR STR autosomicos

Programas/s informadtico/s, y/o formulas
utilizadas para los cdlculos estadisticos

Calculo LR CrY: Método, LR total, BD empleada

Comunicacion de resultados




PREPARACION DE
ITEMS

: CONDICIONES ,
© HOMOGENIZACION

- DISPENSACION

- TIPO DE MUESTRAS




PREPARACION DE ITEMS I

TOMA DE MUESTRAS DONANTES: 08/10-25/10/2014
pelo 02/02/2015

Conservacion en frio o congelada hasta su utilizacion

PREPARACION DE ITEMS: 20-10-04/11/2014

Condiciones Ropa protectora: gorro,

Laboratorio exclusivo bata, guantes, mascarilla
o o o o 3 T™W

Limpieza de superficies .

Material desechable y estéril




PREPARACION DE ITEMS IT:
homogenizacion

HOMOGENIZACION Al
MUESTRA DEL |
DONANTE

HOMOGENIZACION ANTES DE LA DISPENSACION
(Frecuencia, dependiente de la naturaleza

l fluido ) U‘/‘

il / R

Bl  DISPENSACION HOMOGENEA OGO
& o PERSONAL CUALIFICADO N

SUPERVISION N




PREPARACION DE ITEMS IIT:
dispensacion

M1: 100
M3: 100 pul
Papel Whatman

M2: 100

Hisopo




PREPARACION DE ITEMS IV:
dispensacion

M4: 50 gl

Servilleta

M5: 3




PREPARACION DE ITEMS V:
dispensacion

> |

M6: 20

Tela tapiceria

M7: 20

Leotardo de lana

I N\ Y
C1E MOTYIEO R FNSES




PREPARACION DE ITEMS VI:

M9:50 il

Tela de arpillera




PREPARACION DE ITEMS VII:

secado y envasado
1 item por dia: secado hasta el dia siguiente

| —

I xr @) )Iiill‘
Kog | Sl 0l ‘ o
J ,l!IH \\ Y

Adecuacion, Etiquetado y Envasado
==



ANALISIS DE ITEMS
homogeneidad y contaminacion I

MODULO PARENTESCO: 3 items al azar
Andlisis genético
MODULO FORENSE: 3 items al azar

G !\ -Andlisis intraitem (3 trozos)

Identificacion de
fluidos

-Analisis interitem (resto)
Andlisis genético

>
- 2,);-
-
”~

. N

’1‘181 2:51

&

Controles -: Extraccion y cuantificacion de soportes H\!ﬁ




ANALISIS DE ITEMS

homogeneidad y contaminacion IT

RSID
PRELIMINARES | PSA | FOSFATASA | SEMELOGENINA | MICROSCOPIA | SALIVA
EXTERIOR + + + + +
INTERMEDIO + + + + +
CENTRO + + + + +
EXTRACTOS ADN humano ADN total . .
, Perfil obtenido
ADN total (ng) varon (ng) (NGMSe, TOP)
(LISIS DIFERENCIAL) (QF DUO) (QF DUO)
INICIO.1 46,88 30,72 Mezcla, mayoritario saliva
INICIO.2 413 3,58 Unico varén semen
MEDIO.1 51,66 36,18 Mezcla, mayoritario saliva
MEDIO.2 452 3,93 Unico varén semen
FINAL.1 55,71 42 31 Mezcla, mayoritario saliva
FINAL.2 432 5,08 Unico varén semen
Soporte No detectado |No detectado

.1 FRACCION CELULAR .2 FRACCION ESPERMATICA

-



(PR ERRRTEAR

ENVIO DE MUESTRAS

-DOCUMENTACION
-MODO DE ENVIO

INSTITUTO NACIONAL DE
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DOCUMENTACION

N® laboratorio y n° precinto
Fecha limite: 11/05/2015

-CARTA
R Resumen instrucciones: formulario
online, envio de formulario
cumplimentado y firmado registros

-INSTRUCCIONES

- FORMULARIO/S +ANEXO

INSTITUTO NACIONAL DE J \m
1
Clt RENSES
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MODO DE ENVIO
: - -~ emmmm  ARGENTINA

RESTO DE LOS
PAISES

BRASIL

ARGENTINA ]
BOLIVIA

. |

COLOMBIA ) DlLE

COSTA RICA 1670272015
CHILE

ECUADOR
MEXICO
PANAMA

URUGUAY
PERU
VENEZUELA




Datos generales de la
participacion de los
laboratorios

INSTITUTO NACIONAL DE J\‘ 0
TOXICOLOGIA Y CIENCIAS FORENSES - ' &

Departamento de Madrid. Servicio de Garantia de Calidad



NUMERQO Y TIPO DE PARTICIPANTES I

25 - EUROPA (52 participantes)
20 -
15 - m PUBLICOS
10 - PRIVADOS
5 |
0 | ] | _- | - | 1.
ESPANA PORTUGAL ITALIA FRANCIA R.CHECA
25 | SUDAMERICA (70 participantes)
m PUBLICOS
PRIVADOS

o |
Cll RENSES




TIPO DE PARTICIPANTES II

m PUBLICOS
N=122 m PRIVADOS

NC=2% 46%

PUBLICOS

m JUSTICIA -

= UNIVERSIDAD -
SEGURIDAD
= OTROS

B HOSPITALES

m HOSPITAL+JUSTICIA

UNIVERSIDAD +JUSTICIA J\W




ACREDITACION Y LABORATORIOS

B No acreditados ISO/ IEC 170252005
mNe IS0:15189:2007

B Acreditados

M En vias

Entidades Firmantes ILAC MRA:ENAC, IPAC, ONAC EMA, COFRAC,
ANAB,INN, ECA, OUVA

Pr'o ramas de acreditacion gubernamentales: CNA, INMETRO,
a Agricultura Pecuaria e Abastecimiento do Brasil

Sociedades: CAP, DICQ,AABB,PALC, Asociacién de Bioquimicos




ACTIVIDAD Y CASUISTICA DEL LABORATORIO
| P+F_|P+F+Ou0s | P | P+Olros | Forense | F+0tros | Otros | NG
45 12 33 21 3 2 3 3

Identificacion (restos dseos antiguos,nifios robados,desaparecidos), muerte sibita y sumersiones,
diagndstico clinico y genético, farmacogenética, g. de poblaciones, g. animal, genética molecular
humana, banco ADN, anadlisis citogenético, genotipado y secuenciacion, antropologia,
agroalimentacion, origen geografico, desarrollo de nuevos sistemas, diagnéstico de enfermedades,
microbiologia.

N° laboratorios

Paternidades 20 - M casuitica parentesco
N° maximo de casos = 42.000 15 - casuistica forense
N° minimo de casos=1 5 I:

o ® o

Forense

N° mdximo de casos = 25.000 ® <100 500-1000
N° minimo de casos= 3 ® 100-500 ® 1000 J\W

(&)
]




DISTRIBUCION DE LA PARTICIPACION

EN MODULOS Y NIVELES

Preinscripcion 133 Inscripcion y pago 122

140 - 122

120 -

100 -
74 75

80 - M nivel basico

50 )
nivel avanzado

60 -

40 -

20 -

parentesco forense




METODOLOGIA

> PRELIMINARES >
> EXTRACCI6>PURIFICACI§'> CUANTIFICACION >

prarccn ) i g

*(ADN mit)

DI S




METODOLOGIA TECNICAS
PRELIMINARES NIVEL BASICO I

LABORATORIOS QUE HAN REALLZADO
— = llj

—

M saliva

W sangre

semen

2011 SA 2012

2013
SA+SE SA+SE

2014
SA+SV

2015
SV+SE




METODOLOGIA TECNICAS
PRELIMINARES NIVEL BASICO II

100 -

INMUNO sangre
90 -
80 - ENZIMATICOS
70 - 100 -
60 80 -
o+ | _— — e
40 T
30 i s
20 o
10 _/ O T T T
0 : : : : 2011 2012 2013 2014
2011 2012 2013 2014 2015 INMUNO
m PEROXIDASA
100
80
60
mPSA
40
MICROSCOPIA

2011 SA 2012

SA+SE

2013
SA+SE ;ﬁ?;v 2015
SV+SE




METODOLOGIA TECNICAS
PRELIMINARES NIVEL AVANZADO

M6-M7-M8
/. el 77% de los laboratorios utiliza técnicas

AT Y o

inmunocromatograficas, principalmente RSID SALIVA

SANGRE: Las técnicas mas extendidas son las
inmunocromatogradficas, habiendo sido empleada por el
97% de los labs en el item M6.

SEMEN: Mas del 77% de los laboratorios han empleado
técnicas basadas en la deteccion de PSA, bien como
Unica técnica (20-35%) o combinada con otras

M9

31 laboratorios realizaron pruebas de identificacion
de semen y sangre y 18 de saliva J\‘ﬁ[



METODOLOGIA:
EXTRACCION NIVEL BASICO

Items REFERENCIA

25 |

20

- Hﬂl ﬂﬂnn'x

. ) AN
¢ Q\o o\(o §0 *0

.\0 . .\(’0 QQOQ ®°

Otras columnas de silice , salting out, NaOH+calor, Magnapure, Masterpure, Swabsolution,
Forensic DNA kit




METODOLOGIA: EXTRACCION NIVEL
BASICO

Items FORENSES

50%
40%
30%
20%
10%

0%

Otros: PCR directo, Magnapure, Invisorb spin columns,




METODOLOGIA: PURIFICACION
NIVEL BASICO I

Organica
Chelex
QiaAmp
FTA purification

(7 Incluida en la extraccion
gl @ No se realiza
Maxwell @ Amicon

@ Precipitacion
EZ1 (7 Microcon

@ QTaAamp
DNA IQ

Otros




METODOLOGIA: PURIFICACION
corenses  NIVEL BASICO II

(7 Incluida en la extraccion @ Precipitacién
M4 @ No se readliza (3 Microcon

@ Amicon MBH @ QILAamp

Chelex

QiaAmp

FTA purification

Prepfiler

Maxwell

EZ1

DNA IQ




METODOLOGIA: CUANTIFICACION
NIVEL BASICO

NC
Investigator Quantiplex

Quantifiler Human plus

Otros
Plexor HY m M5
Quantifiler Human : x\:
Quantifiler Trio "
m M1

Fluorimetria
Espectrofotometria
Quantifiler duo

No se cuantifica

0 5 10 15 20 25 30 35 40
% laboratorios

Otros: PCR Real time, Propio

*Almeida et a/ (2011), Efficient DNA extraction from hair shafts. FSI. Genetic J

Supplement series, 3, e319-e320 M\m



METODOLOGIA: NIVEL AVANZADO

EXTRACCION

-El principal método de extraccion es la extraccion
orgdnica seguida de prepfiler

-Casi el 50% de los laboratorios realizaron lisis
diferencial en M8

PURIFICACION

-El principal método de purificacion mediante
ultrafiltracion :Amicon

CUANTIFICACION

-Mas del 85% de los laboratorios cuantifica
especificamente ADN humano mientras que un 10%
cuantifica ADN total.

-Solo el 2% no cuantifica




METODOLOGIA: AMPLIFICACION
A-STR NIVEL BASICO

FFFL
PP16ESX
PP18D
PPFusion 6C
Verifiler 27 ki-l-s Z
PP17ESI
PP17ESX
ID direct
Minifiler
NG6M
Identifiler

GlobalFiler
PPFusion

NGMSe
PP16
IDplus

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

NGMS PPFusi | Global Identi Minifil ID |PP17E PP17E Verifil PPFusi PP16E
IDplus| PP16 e PP21 on | Filer PPCST filer NEM er |direct, SX | SI er on 6C PP18D SX FFFL

‘ln laboratorios| 43 26 21 19 18 15 15 14 8 8 8 6 5 3 3 3 2 2

-4 Laboratorios utilizaron sélo primers propios y 12 como
complemento a los kits '




METODOLOGIA: AMPLIFICACION
Cromosomas sexuales

29 LOCI # CrVY en kits +

YFiler plus . . R
3 loci con primers propios

Investigator Y12

PPy -2 Laboratorios utilizaron
- solo primers propiosy 3
como complemento a los kit

Yfiler _ de Cr‘y
S /S S/

0 20 40 60 80 100

PPY23

N° laboratorios
Investigator

Argus X-12

17 19
30 MARCADORES # Cr X '
J m X-STR

-5 Laboratorios utilizaron sdlo primers propios y 1
como complemento a los kit de CrX J\W




AMPLIFICACION NIVEL AVANZADO

-El kit mas empleado sigue siendo Identifiler plus

-Se han empleado 18 kits diferentes. Sigue el
aumento de los nuevos sistemas que incluyen 21
marcadores.

-Solo dos laboratorios que utiliza primers propios
como complemento de los kits. (Y-STRs y X-STR
respectivamente).

-El kit mds empleado para YSTR fue Yfiler.
Aumento del uso de kits de mayor poder de
discriminacion PPY23 e Yfiler plus.




! METODOLOGIA:
DETECCION

Sl 19%1

28%

I 0310
@ 3100
W 3130/3130xI
| 3500/3500x|
03730




METODOLOGIA MITOCONDRIAL I

REGIONES AMPLIFICADAS

HV1+HV2

16024-16365 99%
73-340

HV3 51%
(438-574?)

Otros: Illustra Microspin, MSB
SpinPCRapace kit (Invitek),
PureLink PCR purification kit,
Precipitacion alcohélica modificada,
MultiScreen PCR (Millipore)

MicroSpin
MinElute
Qiaquick
Microcon

Otros

ExoSAP

0% 10% 20%

QUIMICA DE SECUENCIACION

BigDye v1.1

35%

BigDye v3.1

65%

D-Loop 33%

Purificacion productos PCR

H ExoSAP

B Otros

B Microcon
Qiaquick
MinElute

M MicroSpin

40% 50%

% laboratorios

'S




METODOLOGIA MITOCONDRIAL II

—/l Purificacion reacciones extensior

DyEx
Centrisep - Otros
. W Precipitacion
Precipitacin | ITNNED = Centrisep
. m DyEx
Otros '

|/ |/ |/ |/ 1
0% 10% 20% 30% 40%  50% % laboratorios

Otros: BigDyeXTerminator, placas Sephadex, ZR DNA Sequencing clean up kit precipitacion +EDTA,
precipitacion segin FREGEL et al (2010),Clean Seq (Agencourt)

8%

59%

W SeqScape
SOFTWARE DE EDICION m Otros
Bioedit

M Sequencher

Otros: DNA Star, Sequencing Analysis, Geneious




Resultados
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VALORES ASIGNADOS

Valor asignado AMBOS NIVELES: obtenido por
consenso o puede ser un valor conocido.

¥ Valor consenso NIVEL BASICO: participacion
minima de 10 laboratorios y una concordancia de

resultados al menos de un 70% de los participantes.
Valor consenso NIVEL AVANZADO: participacion

minima de 5 laboratorios y una concordancia de
resultados al menos de un 70% de los participantes.

Valor conocido AMBOS NIVELES: valor obtenido por un
laboratorio de referencia o a partir de formulas
estadisticas estandarizadas.




EVALUACION

: Coincide con el valor asignado.

:Coincide con el valor asignado pero formato diferente
al especificado en las instrucciones.

: (datos teoricos) Resultados que estén dentro del
intervalo: valor conocido * 5%.

D: Errores en el tipaje, pérdidas o ganancias alélicas,
cambio de muestra, etc.

N: Discrepancias debidas al uso de una nomenclatura

diferente a la reconocida internacionalmente.

T: Errores de transcripcion en la cumplimentacion del

formulario.




CONSULTAS

Envios -Recepcion en embajadas

-Problemas para entrar

-Introduccion de datos llq
: - Nomenclatura ADN

Formulario mitocondrial

- Errores detectados

-Planteamiento y

frecuencias del desafio de

parentesco

Nuevo

-Redondeo
Resultados -Modo envio registros y

formulario

-Direccion envio

-Recepcion correcta




OBSERVACIONES

FORMULARIO: Mejor formato, automatizacion
introduccion de datos.

EJERCICIO: Andlisis items, planteamiento de
desafios, errores.

SUGERENCIAS

-incluir muestras oseas

-incluir cadlculos trio y mutaciones en tedrico de
parentesco, desafio tedorico con ADN mitocondrial

-descarga directa de datos al formulario, cambios
disefio formulario

-disponibilidad del formulario online antes
-no incluir mezclas otra vez en el desafio forense

-curso sobre mezclas (calculos y programas il
estadisticos) J m




COMENTARIOS, SUGERENCIAS
Y APELACIONES

b j 9, /22 Hoja de Redamaciones

& Area de Usuarios

\

‘.A' ...g

Grupo de Habla Espafiola y Portuguesa de la Internatlonal Sodety)T“ﬁForensic Genetics

Informacién Jornadas Ejercicio de Intercomparacion Comisiones de Trabajo Publicaciones Q

Hoja de Reclamaciones

Home / Control de Calidad / Hoja de Reclamaciones

i
i
1
2. Una vez cumplimentados todos los campos (salvo los som

3. Em

. Descargue 13 HOJA DE RECLAMACIONES en formato Word. Textos Legales

vie [@a HOJA DE RECLAMACIONES firmada a la direccion > Aviso Legal

intcf .ei dn@justicia.es

INSTITUTO NACIONAL DE
TOXICOLOGIA Y CIENCIAS FORENSES

Departamento de Madrid. Servicio de Garantia de Calidad




Servicio Garantia de Calidad

ISABEL BARATAS Servicio Biologia

EVA CUBILLO

JULIA GARCIA-HIRSCHFELD
LOLA JIMENEZ
ESTHER NAVAJO

INSTITUTO NACION?
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