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STRs AUTOSOMICOS

Elevado polimorfismo.

Gran poder de discriminacion. Permite, con gran fiabilidad (>99,9%), excluir a
individuo de ser falsamente acusado en un crimen o, en casos de paternidad, permitir
su inclusién o exclusion

Tasa de mutaciéon relativamente baja.

Generan amplicones pequenos. Son valiosos en los casos donde existe la necesidad de
analizar huesos, cabellos, dientes, manchas de sangre y otros materiales en los cuales
podemos encontrar el ADN degradado o en pequenas cantidades.

Su ubicacién cromosémica esta bien establecida. Estandarizacion y facil cotejo de
datos entre laboratorios.



CLASIFICACION DE LOS STRS

Repeticiones sencillas, que contienen una repeticidon de secuencia y longitudes
iguales [(CA)l;

Repeticiones compuestas, que consisten en dos o mas repeticiones sencillas
adyacentes con diferentes motivos de repeticiones [(TA)-(TG)g]

Los marcadores genéticos mas utilizados en el contexto forense son los
microsatélites tetranucleotidicos.



NOMENCLATURA DE LOS STRS
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VARIACIONES EN LOS

ALELOS Y MUTACIONES

Los STRs presentan una gran inestabilidad, con altas tasas de mutaciones, ya sea por
ganancia o pérdida de repeticiones, variando entre 2,1 x 102 a 2,7 x 10 eventos

Se produce por recombinacion entre las moléculas de ADN por crossing-over desigual o
conversion génica, o

en el proceso de replicacion del ADN, donde ocurre un mecanismo denominado “slippage”
durante la sintesis de ADN cuando una de las hebras de ADN microsatélite forma un bucle, y
los microsatélites varian en extension debido a inserciones o deleciones que ocurren en una o
mas repeticiones.




PARAMETROS BASICOS EN LA

INTERPRETACION DE PERFILES

“Exclusion” de paternidad: tres loci donde se demuestre una incompatibilidad entre el
presunto padre y el hijo se asumen suficientes

Calcular una razoén de verosimilitud o LR (Likelihood ratio) o IP (indice de paternidad)

La casi totalidad de los eventos son ganancias o pérdidas de una unidad de repeticion,
solo ocasionalmente se observan diferencias de dos o0 mas unidades entre los alelos del
padre y el hijo para el mismo locus.

Existe ademas otra circunstancia que debe tenerse en cuenta en el analisis de vinculos
biologicos, como la observacion de alelos silentes o “nulls” (mutaciéon en el sitio de
anclaje de los primers)



KITS UTILIZADOS EN LA

ACTUALIDAD

PowerPlex Fusion System - cinco colores - 23 loci
PowerPlex Fusion System 6C - seis colores - 27 loci,
El GlobalFiler PCR Amplification Kit - seis colores - 26 loci

Investigator 24plex GO - seis colores - 23 loci



Los resultados obtenidos son compatibles con la existencia de VINCULO
BIOLOGICO PATERNO de “XXX (Supuesto Padre)” respecto de “XXX
(Hija)” con una Probabilidad de Patermidad Superior al 99,999 % y un
Indice de Paternidad de 3,70 x 1012,




STRS DEL CROMOSOMA 'Y

« EL CROMOSOMAY ES HEREDADO EXCLUSIVAMENTE POR LOS
HOMBRES A PARTIR DE SU PROGENITOR MASCULINO

¥

ESTUDIO DE LA PATRILINEA:

« COMPLEMENTO DE LOS
STRs AUTOSOMICOS EN
CASOS DE FILIACION

« IDENTIFICACION DE
PATRILINEA EN DELITOS
SEXUALES



STRS DEL CROMOSOMA X

EL CROMOSOMA X HEREDADO ES UNA RECOMBINACION DEL
CROMOSOMA X MATERNO Y SOLO SE TRANSMITE SIN CAMBIOS
DEL PROGENITOR MASCULINO A SUS HIJAS MUJERES

UTILIDAD PR FILIACION:
* DOS MUJERES QUE INTENTAN SABER S
COMPARTEN PADRE

- PADRE AUSENTE Y DISPONIBILIDAD DE LA
SUPUESTA ABUELA PATERNA




STRS DEL CROMOSOMA X

PRECAUCION!: EN CASOS EN LOS QUE LAS MUJERES SON HIJAS DE
LA MISMA MADRE Y QUIEREN SABER SI COMPARTEN PADRE, ES
FUNDAMENTAL QUE PARTICIPE LA MADRE INDUBITADA EN EL

ESTUDIO: .

EXISTEN CASOS DONDE EL X MATERNO
NO RECOMBINA, POR LO QUE LAS HIJAS
COMPARTIRAN AL MENOS 1 ALELO EN
CADA MARCADOR, PERO ESTA
CONCORDANCIA SE DEBE AL X
MATERNO Y NO AL PATERNO






Se trata de variaciones que afectan a UN SOLO
NUCLEOTIDO en la secuencia

Son principalmente SUSTITUCIONES

Dos tercios corresponden a la sustituciéon de una C por
una T

Debe darse al menos en el 1% de la poblaciéon para
considerarse SNP, de lo contrario sera una mutacion
puntual

Generan los llamados polimorfismos BIALELICOS

)

En una determinada posicion
del genoma se presentan dos
alelos posibles

Ancestral (no Mutado
mutado)



Muy baja informatividad individual =% Necesidad de 35-50 SNPs con

estudiar un nimero | )4na .frec.
MAYOR Alelica entre
Constituyen el 90% de las variaciones humanas 0,3y0,7 = 13-
16 STRs

Aparecen cada 1000 bases aproximadamente
Marcadores muy estables®=)Tasas de mutacion en el orden de 10-°

Debido al pequeno tamano de sus amplicones, ofrecen la posibilidad de
obtener perfiles completos en casos de ADN degradado

Alta heterogenicidad entre poblaciones =» ANCESTRIA

Técnica SNaPshot= MINISECUENCIACION. La DNApol extiende un primer
complementario a la secuencia nucleotidica, cuyo extremo 3" finaliza en la
base anterior a la posicion polimorfica, incorporando un ddNTP marcado
fluorescentemente a la sonda, de modo que ésta sera complementaria al SNP
en estudio.

Actualmente: Panel de 52 SNPs autosomicos para analisis por EC, analisis por
NGS y BASES DE DATOS de SNPs.



Se heredan en bloque por via PATERNA Permite construir un arbol
filogenético a partir del haplogrupo mas ancestral

- ORIGEN DE
POBLACIONES

« CORRIENTES
MIGRATORIAS

« INTERACCION
ENTRE
POBLACIONES

NOMENCLATURA: el “Y Chromosome Consortium” establecio el origen
del arbol por comparacion de regiones NRY de especies cercanas.

De alli derivan los grandes grupos de linajes que se nombran con letra
mayuscula (de la A a la R).

Dentro de cada uno existen “paragrupos”, es decir, linajes que estando
incluidos dentro del grupo no pertenecen a nignuno de los haplogrupos ya
existentes.

Sistema alternativo de nomenclatura: E1 YCC propone un sistema
alternativo en el que el nombre del haplogrupo esta formado por la letra
mayuscula que define a los clades (linajes) principales, seguido de un
guion (-) y el nombre de la mutaciéon terminal que lo define.



SNPs del ADN mitocondrial

Human MIDNA Migrations

El analisis de diversas posiciones polimorficas estables ha
llevado a la agrupacion de individuos que las comparten en
HAPLOGRUPOS

Muchos de esos haplogrupos son continente- especificos
Haplogrupo L es caracteristico de poblaciones africanas
Haplogrupo D es caracteristico de poblaciones asiaticas
Haplogrupos A2, B2, C1y D1 son caracteristicos de
poblaciones amerindias

En caucasoides se presentan principalmente 10 haplogrupos:
H, L J, K, M T, U, V, Wy X, de los cuales siete son
exclusivos de la poblacion europea.




Se trata de variaciones que pueden afectar
a uno o mas nucleotidos

Representan entre el 16- 20% del total de
polimorfismos

La mayoria son bialélicos e involucran

= Short Tandem Repeots (STRs)

entre 3- 15 pb GCTAGTCGT(GATA)(GATA)(GATA)GCGATCGT
# Single Nucleatide Polymorphism (SNPs)
Apa recen cada 7200 bases GCTAGTCGT(G/A)GCGATCGTTATACGACGTATG-
aproximadamente
¥ Insertions-Deletions (InDals)
GCTAGTCGT+GCGATCGTTATACGACGTATGCTCA-
Baj a tasa mutacional ( 1 08) GCTAGTCGT(N, ) GCGATCGTTATACGACGTATGCA

Comparacion entre variaciones del genoma: STR, SKNP e InDels

Tamano pequeno de amplicon

Con bajas concentraciones de ADN se
pueden obtener perfiles completos (0,062
ng/ul)



Baja tasa mutacional (10-8) = HERENCIA
Tamano pequeno de amplicon

Con bajas concentraciones de ADN se pueden obtener
perfiles completos (0,062 ng/ul)

Estudios de vinculos biolégicos donde el valor del LR
obtenido analizando STRs resulta deficiente

Poder discriminatorio: 30 Indels = 13 STRs

Los datos de InDels autosémicos ya estan disponibles
para poblaciones europeas, africanas, asiaticas y
americanas nativas

RESTOS OSEOS,
HISOPADOS DE
SUPERFICIES (ADN DE
CONTACTO)

COMPLEMENTO
de los STRs

Respecto al cromosoma X, se han publicado varios paneles

en los ultimos anos

Ademas, existe un sistema formado por47 InDels
autosoémicos y 2 InDels para cromosoma Y que se
encuentra en validacion

NO SE
ENCUENTRAN
DISPONIBLES
COMERCIAEMENTE



Aplicaciones de los Indels

Recientemente se han publicado trabajos cientificos en los

que se caracterizan genéticamente

diferentes poblaciones

con el uso de InDels y donde se obtienen datos de

frecuencias alélicas que podran ser
estudios de Genética Forense

usados en nuestros

A la fecha también se han publicado estudios que utilizan
a los indels como herramientas para la distincion de

especies de plantas y animales

STHs ShPs Inlbels
Frecuencia de apancion | cada 15000 pb | cada 500 pb I cada 7200 pb
Taza de mutacion promedio [ o 1%
Mimero tipico de alelos de 5220 de 2 (a4) 2
Tamano de amplicones I 0400 ph Aprox. 50-100 pb Aprox. 50-150 pb
Aplicaciones:
ldentificacion de mdividuos 51 Limitada Limitada
Inferencia de ancestria Liomitada 51 S
Inferencia fenotipica Mo 51 31
Muestras degradadas No S Si

Comparacidn entre diferenies tipos de marcadoses utilizados en andlizis d

& ADN en genética forense



MITOCONDRIA

ADN MITOGONDRIAL

. EN EL ESPERMATOZOIDE

DEBIDO A SU UBICACION

LLAS MITOCONDRIAS
PATERNAS SE PIERDN AL
MOMENTO DE LA
FECUNDACION: EL NUEVO
CIGOTO TENDRA LAS
MITOCONDRIAS MATERNAS
Y POR LO TANTO, SE
HEREDA DE MADRES A
HIJOS, CUALQUIERA SEA
SU SEXO.

/QUE ANALIZAMOS?

SU SECUENCIA

| s




Molécula Circular
Cerrada
Doble cadena

MAYOR
ESTABILIDAD

16.569 pb
CADENA PESADA (rica en Ay G)

Diferente proporcion de Gy C CADENA LIVIANA (ricaen Ty C)

. CODIFICANTE: 37 GENES
2 reglones REGION HIPERVARIABLE 1: 16024-16365

CONTROL (D-loop) ,
REGION HIPERVARIABLE 2: 73-340
Alto nimero de copias: 1000 a 10000/célula

Transmisién por via materna
No recombina; herencia haploide: todas las células de un individuo
y todos los individuos de una misma matrilinea tendran el mismo

ADNmt (exceptuando mut. Puntuales y heteroplasmias)

Alta tasa de mutacion promedio: 5 a 10 veces mayor que el ADN
nuclear



Caracteristicas

GENOMA
GENOMA NUCLEAR MITOCONDRIAL
Tamano aproximado 3000 MB 16.6 MB
23 en mujeres
Numero de moléculas distintas 1
24 en hombres
Numero de copias por célula
diploide 2 >1000
Tipo de molécula Lineal Circular
Proteinas asociadas Histonas y proteinas no histonas Libre de proteinas

Niumero de genes
Densidad génica
ADN repetitivo
ADN codificante
Recombinacion

Tasa de mutacion

Herencia

22000
~1/40 kb
~ 20%
~2%
=1 por cromosoma y meiosis
Baja

Mendeliana, con la excepcion del
cromosoma Y

37
1/0.45 kb (alta)
Casi no existe
90%

No

Alta

Monoparental materna

Principales diferencias entre el ADN nuclear y el ADN mitocondrial.




De De |
Longitud Heteroplasmias

Las transiciones son el TIPO PREDOMINANTE
de sustitucion:
A
C

s G

e T

Las purinas (A y ) tienden a estar sustituidas en
la cadena pesada (cantidad?)

Variaciones principalmente en REGION
CONTROL

En el ADN mitocondrial las sustituciones se
acumulan mucho mas rapido que las mutaciones
similares en el ADN nuclear


https://esacademic.com/dic.nsf/eswiki/37553
https://esacademic.com/dic.nsf/eswiki/547750
https://esacademic.com/dic.nsf/eswiki/267281
https://esacademic.com/dic.nsf/eswiki/1152589

/ l N

De De .
Secuencia Longitud Heteroplasmias

« Existen tractos homopoliméricos donde es habitual
encontrar INSERCIONES o DELECIONES de una o mas

bases
 Se ha descripto un microsatélite corto en la posicion 514

(de la refién D-loop)

STR dinucleotidico (AC). con un bajo grado de

heterocigocidad | |

LIMITA SU APLICACION EN
FORENSE

Insercion il 11 LB L)
AT AGCGT AT

Delecion re TT 1
A | A T



De De :
Secuencia Longitud @roplas@

Existencia de una mezcla de ADN mitocondriales que difieren
en su secuencia y se encuentran en una misma mitocondria,
en una misma célula, en un unico tejido o en un solo individuo

Es un suceso bastante frecuente

Hay de dos tipos . o 4] 0 |
De secuencia: en una posicion 2 aalil SN A

determinada de la secuencia hay ||| /|| |\ VT
mas de una base S ——

Secuencia de ADNmt con heteroplasmia de secuencia.

De longitud: variacion en el

numero de bases existentes en

un fragmento homopolimeérico
Herencia: al azar. Tras la ovogénesis, un numero reducido de
moléculas de ADNmt determinara el genotipo citoplasmatico
de la siguiente generacion. Después de varios ciclos de SEGREGACION
division, la proporcion de ADNmt normal y mutante puede REPLICATIVA
derivar hacia el mutante puro o hacia el normal puro



Se utiliza la version revisada de la secuencia de Anderson como referencia
Se reportan solo las diferencias respecto a esta secuencia, que se corresponde con
la cadena Liviana

Sustituciones: el nUmero de la posicion en el que se ha detectado la variante,
seguido por el nucleodtido correspondiente (Ej: 73G). Si existe ambigliedad en el
nucleodtido se reporta “N”

Deleciones: Se reportan indicando la posicion faltante seguida de la letra “d” en
minuscula. (Ej: 220d)

Inserciones: Se describen indicando la posicion adyacente al lugar de la insercion y
luego “.1base insertada”; donde “1” es la cantidad de bases insertadas. (Ej:
315.1C)

Heteroplasmias: Se reporta la posicion en la que ocurre y posteriormente las bases
involucradas entre “/”.(Ej: 16170C/T)

Caracterizar perfiles utilizando el menor numero posible de diferencias.

A igual numero de diferencias, priorizar las inserciones/ deleciones sobre las
transiciones y éstas sobre las transversiones

Los indels deben estar situados en posicion 3 con respecto a la cadena L (posicion
mas cercana al ligamiento del primer), y contiguas.

PRECAUCION: UN ALINEAMIENTO INCORRECTO PUEDE LLEVAR A I::RR()NEAS
ASIGNACIONES DE VARIANTES Y A LA NO IDENTIFICACION EN EL AMBITO CRIMINAL.



EXCLUSION: Diferencias en dos o mas sitios
nucleotidicos

INCLUSION: Las secuencias son idénticas. Es decir,
no se puede descartar que tengan el mismo
origen; por lo que esta coincidencia debe
valorarse estadisticamente en el informe
(https://empop.online/)

RESULTADO INCONCLUSO: Secuencias que difieren
en una sola posicion nucleotidica y no existe
heteroplasmia (evaluar los tejidos de procedencia)

NO USAR CRITERIOS DEMASIADO RIGIDOS PARA LA
INTERPRETACION YA QUE HAY MUCHOS FACTORES
COMO LA SEGREGACION Y LAS TASAS DE MUTACION
EN DIFERENTES TEJIDOS QUE INFLUYEN EN LA
MISMA



https://empop.online/

SANGER

El método comienza luego de la obtencion de los
amplicones

Utiliza dideoxinucledétidos modificados (sin el OH- en la

posicion 3, por lo que no permite la unién de mas
nucledtidos a la cadena TERMINADORES)

Los ddNTPs estan marcados con fluorocromos y
compiten con los normales por la union a la cadena
generan fragmentos que difieren en 1 base

En el equipo de electroforesis capilar, los productos de
secuenciacién se separan por TAMANO y se identifica el
nucleoétido terminador a través de la
FLUORESCENCIA emitida al excitar los fluorocromos

con un laser



A pesar de la mayor informacion que puede aportar el
estudio del ADN nuclear, en ocasiones su estudio es
imposible cuando la muestra de la que se dispone es
insuficiente o tiene excesiva degradacion.

¥

RECORDEMOS QUE EL ADNmt ES MAS ESTABLE QUE EL NUCLEARYY,
POR LO TANTO, MENOS PROPENSO A DEGRADACION

* Pelos sin bulbo

» Material muy degradado
como huesos antiguos o
piezas dentarias antiguas

« Analisis de restos de
personas desaparecidas
donde los familiares
disponibles estan
relacionados por via
materna



CASO 1: UN HOMBRE RECURRE AL LABORATORIO DE GENETICA
FORENSE PARA DETERMINAR SI ES PADRE O NO DE UN MENOR
RECIEN NACIDO: STRs AUTOSOMICOS

CASO 2: EN LA ESCENA DE UN HOMICIDIO SE ENCUENTRAN PELOS SIN
BULBO: ADN MITOCONDRIAL

CASO 3: UNA MUJER DESEA SABER SI SU HIJO ES HIJO BIOLOGICO DE
UN SENOR QUE NO ESTA DISPUESTO A PARTICIPAR EN EL ESTUDIO;
SIN EMBARGO, ACEPTA PARTICIPAR EL HERMANO INDUBITADO DEL
SENOR AUSENTE: STRs AUTOSOMICOS + STRs CROMOSOMA Y

CASO 4: EN LA ESCENA DE UN CRIMEN SE TOMAN HISOPADOS DE DOS
COPAS COLOCADAS SOBRE UNA MESADA CERCANAAL LUGAR DEL
HECHO: ADN DE CONTACTO (MATERIAL DE ESCASA CONCENTRACION

Y DEGRADADO): STRs AUTOSOMICOS + SNPs+ INDELS



CASO 5: DOS MUJERES, HIJAS DE DISTINTA MADRE, SOSPECHAN QUE
SON MEDIO HERMANAS POR VIiA PATERNA: STRs AUTOSOMICOS +

STRs CROMOSOMA X

CASO 6: DEBIDO A UN ACCIDENTE AEREO, MUEREN 200 PERSONAS Y
SE LE ASIGNA AL LABORATORIO DE GENETICA FORENSE LA TAREA DE
IDENTIFICAR LOS CADAVERES ENCONTRADOS EN LA ESCENA PARA
QUE CADA FAMILIA RECIBA A SU FAMILIAR FALLECIDO: MUESTRAS
OSEAS (DE “BUENA CALIDAD”): STRs AUTOSOMICOS

CASO 7: UNA MUJER CONCURRE AL LABORATORIO DE GENETICA
FORENSE CON LA SOSPECHA DE QUE SU SOBRINA (HIJA DE SU
HERMANA) HA SIDO CAMBIADA POR OTRA BEBA EN EL HOSPITAL AL
MOMENTO DE SU NACIMIENTO: STRs AUTOSOMICOS +

SECUENCIA DE ADN
MITOCONDRIAL



TPPIRNAT. RS

« HISOPADOS BUCALES O SANGRE
(MUESTRAS DE REFERENCIA) DE
SOSPECHOSOS/VICTIMA,

« HISOPADOS VAGINALES,
URETRALES, ANALES (VICTIMA-
IMPUTADO)

« MATERIAL CADAVERICO

« HISOPADOS SUBUNGUEALES,
UNAS (VICTIMA- IMPUTADO)

- PELOS RECOGIDOS EN LA
ESCENA DEL CRIMEN, O EN EL
CUERPO DE LA VICTIMA O EL
IMPUTADO

« ELEMENTOS LEVANTADOS EN LA

ESCENA DEL CRIMEN: ARMA
HOMICIDA, PRESERVATIVOS,

COLILLAS DE CIGARRILLOS, ROPA,

SABANAS, ETC.

« HISOPADOS DE LOS >
ELEMENTOS

—  (OTWVITT.h&

- HISOPADOS BUCALES/
SANGRE EN PAPEL DE LOS
PARTICIPANTES DEL ESTUDIO
« MUESTRAS PRENATALES
(LIQUIDO AMNIOTICO/
VELLOSIDADES CORIONICAS)
« MATERIAL CADAVERICO



LA RELEVANCIA DE
MANGO/————— MATERIAL DEL HOMICIDA LA INFORMACION

HOJA/FILO — >MATERIAL DE LA VICTIMA GENETICA QUE
APORTE CADA

N MUESTRA
NECESIDAD DE TOMAR LAS MUESTRAS CON DEPENDERA
DIFERENTES HISOPOS. TAMBIEN DEL

SITIO DONDE

&~ HALLA SIDO

CUANTOS?: 1 O 2 HISOPOS PARA LEVANTADO EL
CADA AREA DEL ARMA ES ELEMENTO.

SUFICIENTE. NO HACE FALTA
TOMAR MAS.



—_

EMPUNADURA: MATERIAL DE
7 QUIEN SOSTUVO EL ARMA

CARGADOR: MATERIAL DE 102
QUIEN CARGO EL ARMA HISOPOS
—
POR
BALAS: MATERIAL DE QUIEN CXD A
CARGO EL ARMA PARTE

CORREDERA: MATERIAL DE
QUIEN DISPARO EL ARMA

;SE TRATA DE QUIEN COMETIO EL DELITO?: NO LO
SABEMOS, NUESTRA PRUEBA APORTA INFORMACION QUE
DEBE SER ESTUDIADA EN UN CONTEXTO POR EL JUEZ.



VASOS/COPAS (ADN DE CONTACTO): HISOPAR LA
REGION QUE PUEDA HABER ESTADO EN
CONTACTO CON LA PERSONA QUE TOMO DE
DICHA COPA.

, g
(CUANTOS HISOPOS?: 1 O 2 HISOPOS. RECORDAR
QUE EL ADN DE CONTACTO SE ENCUENTRA EN
ESCASA CANTIDAD

CUANTOS MAS HISOPOS SE TOMEN, MENOS
CHANCES HABRA DE RECOLECTAR EL POCO
MATERIAL GENETICO QUE PUEDA HABER.
CUIDADO! EVALUAR SI HAN TOMADO MAS
PERSONAS

SI AL MIRARLA A CONTRALUZ PARECE HABER
MAS DE UNA HUELLA BUCAL, USAR DISTINTOS
HISOPOS PARA RECOLECTAR CADA UNA.




|| PAREDES O SUPERFICIES: HISOPAR LA
MANCHA.

D

;CUANTOS HISOPOS?: DEPENDERA DEL
TAMANO DE LA MANCHA.

IMPORTANTE: HISOPAR TODA LA SUPERFICIE
DE LA MANCHA PORQUE PUEDE HABER
MEZCLA DE FLUIDOS.

PRESERVATIVOS: SI SE PROCEDE A
HISOPARLO, DEBEN USARSE
DISTINTOS HISOPOS PARA EL
INTERIOR Y EL EXTERIOR

INTERIOR: MATERIAL DEL
SOSPECHOSO , ‘
EXTERIOR: MATERIAL DE LA VICTIMA




CADAVERES EN LA ESCENA DEL CRIMEN

EN BUEN] QUEMADOS ©
ESTADO DE EN AVANZADO PARCIALMENTE
CONSERVACION ESTADODE  CREMADOS CARBONIZADOS
. RECIEN PUTREFACCION] . EL FUEGO
FALLECIDOS © ACTUA COMO
- CADAVERES ESQUELETIZAD UN
SOMETIDOS A 0S PRESERVANTE
PROCESOS DE ORGANOS Y
CONSERVADO TEJIDOS
RES (SIEMPRE QUE
(NATURALES O LA ,
ARTIFICIALES) CARBONIZA‘
N NO SEA

:10JO CON EL FORNIOL!!: COMPLETA)

DEGRADA EL ADN




SANGRE POST-

MORTEM: COLOCAR 200
MICROLITROS SOBRE
PAPEL DE FILTRO, SECAR
ALAIRE Y COLOCARLO
EN UN SOBRE DE PAPEL

HISOPADOS BUCALES:

COLOCAR 203
HISOPADOS EN UN
SOBRE DE PAPEL

MUSCULO
ESQUELETICO:

PIEZAS DENTALES:
DOS MOLARES; SE
PUEDEN RESERVAR A
TEMPERATURA
AMBIENTE, CON EL
FIN DE EVITAR
POSTERIORES
EXHUMACIONES.

COLOCAR 1 GRAMO
APROXIMADAMENTE EN

UN FRASCO, TAPA

ROSCA. CONSERVAR EN

FREEZER.



CADAVERES
~ \ N

EN BUEN

ESTADO DE
CONSERVACION/ ESTADODE \CREMADOS
. RECIEN PUTREFACCION]

FALLECIDOS ©
« CADAVERES ESQUELETIZAD

SOMETIDOS A @S

PROCESOS

CONSERVADO

RES

(NATURALES O
ARTIFICIALES)

iiOJO CON EL FORMOL!:
DEGRADA EL ADN

QUENMADOS ©
PARCIALMENTE
CARBONIZADOS

« EL FUEGO ACTUA
COMO UN
PRESERVANTE
DE ORGANOS Y
TEJIDOS
(SIEMPRE QUE LA
CARBONIZACION
NO SEA

COMPLETA) ‘




PIEZAS DENTALES:
IDEALMENTE DOS
MOLARES:
CHEQUEAR QUE NO

HUESOS LARGOS:
IDEALMENTE FEMUR,;

TOMAR COMO ( R
MINIMO UNA ESTEN DANADOS
PORCION OSEA DE 10 EXTERNAMENTE Y
CENTIMETROS. QUE NO HAYAN SIDO
TAMBIEN PUEDE SER SOEMTIDOS A
HUMERO. ENDODONCIAS. EN

CASO DE NO PODER
OBTENER MOLARES,
TOMAR 3 PIEZAS
DENTALES.
NUNCA TEJIDOS BLANDOS: LA INTENSA ACCION BACTERIANA QUE
ATRAVIESA UN CADAVER EN ESTADO DE PUTREFACCION HARA QUI=
'ODO EL MATERIAL GENETICO EN ESTOS TEJIDOS SE ENCUENTRE
DEGRADADO



CADAVERES

— / .

EN BUEN QUEMADOS ©
ESTADO DE EN AVANZADO PARCIALMENTE
CONSERVACION  EsTADODE ( CREMADOS CARBONIZADOS
. RECIEN PUTREFACCION . EL FUEGO
FALLECIDOS © ACTUA COMO
- CADAVERES ESQUELETIZAD UN
SOMETIDOS A @S PRESERVANTE
PROCESOS DE ORGANOS Y
CONSERVADO TEJIDOS
RES (SIEMPRE QUE
(NATURALES O LA
ARTIFICIALES) CARBONIZACIE
NO SEA 8
COMPLETA)

iiOJO CON EL FORMOL!!:
DEGRADA EL ADN




SI EL INDIVIDUO ESTUVO
HOSPITALIZADO Y EL
FALLECIMIENTO ES RECIENTE,
PROBABLEMENTE SE PUEDA
RECURRIR A MUESTRAS DE
SANGRE, BIOPSIAS EN PARAFINA O
PREPARACIONES HISTOLOGICAS.

EVITAR PREPARACIONES
EN FORMOL

EN ESTAS CONDICIONES
(CADAVER TOTALMENTE
REDUCIDO A CENIZAS) NO
ES POSIBLE OBTENER
MATERIAL GENETICO A
PARTIR DEL CADAVER

$

¢SIGNIFICAESTO QUE ES
IMPOSIBLE OBTENER
MATERIAL GENETICO DEL
FALLECIDO?

AMBITO FAMILIAR: PEINES,
MAQUINAS DE AFEITAR, SALIVA EN
SOBRES



CADAVERES

S

ESTADO DE EN AVANZADO
CONSERVACION ESTADO DE CREMADOS

QUEMADOS ©
PARCIALMENTE
CARBONIZADOS

. RECIEN PUTREFACCION] « EL FUEGQO.AC
FALLECIDOS © COMO UN

. CADAVERES ESQUELETIZAD PRESERVANTE DE
SOMETIDOS A @S ORGANOS Y
PROCESOS TEJIDOS (SIEMPRE
CONSERVADO QUE LA ,
RES CARBONIZACION
(NATURALES O NO SEA
ARTIFICIALES) COMPLETA) ‘

iOJO CO*EL FORMOLI!!:
DEGRADA EL ADN




LOS ORGANOS INTERNOS SE ENCUENTRAN
PERFECTAMENTE CONSERVADOS

MUESTRA DE ELECCION: PORCION DE
MUSCULO INTERNO



« NO HABLAR DURANTE EL PROCESO DE
RECOLECCION: LAS CELULAS DE DESCAMACION
DE LA MUCOSA BUCAL SON ALTAMENTE
CONTAMINANTES. IDEALMENTE USAR BARBIJO.
« USAR GUANTES, GORRA, CUBRE BOTAS

- SI SE REALIZAN HISOPADOS EN LA ESCENA,
QUE SEAN PREFERENTEMENTE ESTERILES.

« NO INGRESAR A LA ESCENA CON ELEMENTOS
EXTERNOS QUE NO VAYAN A SER USADOS PARA
LA RECOLECCION DEL MATERIAL (COMIDA,
ELEMENTOS PERSONALES COMO EL CELULAR)

@

ADN DE CONTACTO!!




- 0JO CON EL LUMINOL! CUANDO CONTIENE AGUA OXIGENADA EN
SU COMPOSICION, DEGRADA EL ADN.

- HAY ESTUDIOS QUE MUESTRAN MAYOR EFECTIVIDAD EN LA
OBTENCION DE ADN CUANDO SE UTILIZAN HISOPOS EMBEBIDOS
EN DETERGENTE (SDS). SI NO ES POSIBLE LLEVAR ESTO A CABO,
SE PUEDEN USAR HISOPOS EMBEBIDOS EN AGUA DESTILADA
ESTERIL.

- LOS HISOPADOS EN SOBRES DE PAPEL DEBIDAMENTE
ROTULADOS

- CUANDO SE TRATE DE MUESTRAS EN TELA (SABANAS, ROPA
INTERIOR, PANTALONES) ENVIAR AL LABORATORIO LA PORCION
DE MATERIAL QUE SE QUIERE ANALIZAR (NO ENVIAR LA SABANA
O EL PANTALON COMPLETO)

- CUANDO SE RECOLECTEN PELOS, SUGERIMOS PEGARLOS EN
UNA HOJA BLANCA Y NUMERARLOS. IDEALMENTE SE UTILIZAN
PELOS CON BULBO YA QUE NOS PERMITEN OBTENER ADN
NUCLEAR; CUANDO LOS PELOS NO TIENEN BULBO SE RECURRE
AL ADN MITOCONDRIAL.

- EVALUAR LA UTILIDAD DE ENVIAR CADA MUESTRA: TODAS
PUEDEN SER UTILES, PERO LA ELECCION DEPENDE DEL
CONTEXTO DEL CASO



FEOCURADURIS

ENTREGA DE LOS INDICIOS O
EVIDENCIAS AL AMPF

Averiguacion Previa Mo

Mao. de registro (folio o
llamado)

Hombre de la persona que entrega

1. TIFO DE INDICIO O EVIDENCIA

2. TIPO DE EMBALAJE ¥ CONDICIONES EN QUE SE ENTREGA EL EMBALAJE

3. DOCUMENTOS (FORMATOS, PARTES POLICIALES, OTROS)

4 OBSERVACIONES Al ESTADO EN QUE SE RECIBEN L OS INDICIOS O EVIDEMNCIAS.

NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN ENTREGA NOMERE Y FIRMA DE QUIEN RECIBE

A 08 C ACUISTID DOF 8 (U 1 Etatiecen 08 [INeariening QU Deteran DEGETVAr oS 06 SenAiDne POCTS Pard 1 Getic

Preseracion y
e lugan de 106, Mechos. © el Ralargp i e 106 INGICIoE, MUSsias o Vesgics 08 MechD delichucss, 361 COmDo B8 106 NEinmentos. cegeins o IDAUcios 968 oellio.

ADEMAS DE LA DESCRIPCION DE
LA EVIDENCIA Y LOS DATOS DE
QUIEN TOMA CONTACTO CON LA
MISMA, ES FUNDAMENTAL
CONTAR CON EL DATO DE DONDE
FUE LEVANTADA ESA EVIDENCIA

SERA UTILIZADO EN LA
INTERPRETACION FINAL DEL
ESTUDIO

-

POR EJEMPLO: NO ES LO MISMO
ENCONTRAR MATERIAL
GENETICO DEL IMPUTADO EN

.

UNA SABANA DE SU PROPIA
QUE ENCONTRARLO EN LA
SABANA DE LA CASA DE LA
VICTIMA DE VIOLACION.




THIMTERMTP A NS PIT NS BT TEWVIMTENTY S
TELAS, ARMAS,

- EN SOBRES DE « PEGARLOS EN UNA  ELEMENTOS PERSONALES

PAPEL HOJA DE PAPEL CON

CORRECTAMENTE CINTA « EMBOLSARLOS

ROTU™ =~~~ 7777 ©

o5 SIEMPRE ACOMPANADOS POR

FAVO]

o U CADENA DE CUSTODIA

BACTERIAS QUE SOBRE DE PAPEL BACTERIAS QUE

DEGRADAN EL ADN) ~ ROTULADO, DISTINTO RrGRADAN %L ADN)

- PREVIO SECADO A AL RESTO DE LAS . EVITAR EL

TEMPERATURA MUESTRAS. CONTACTO DE LOS

AMBIENTE (NO SECAR  « PREFERENTEMENTE [1aTINTOS

EN ESTUFA YA QUE CON BULBO 2
ELEMENTOS ENTRE'SI

LLAS ALTAS O "

TEMPERATURAS

DEGRADAN EL ADN)
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« EN SORRFQ NK PAPRT

it SIEMPRE ACOMPANADOS POR
it SU CADENA DE CUSTODIA

UsoO) COLOCARSE EN UN FRASCO CON

« ES CONVENIENTE QUE LOS
SAL O CONSERVADORAS DE
PRESERVATIVOS SEAN TELGOPOR

ENVIADOS AL LABORATORIO EN JIDEALMENTE MANTENER Y

TISOPA. PROSEGUIR Cono FUE  TRANSPORTAR EN FRIO PARA
’ EVITAR QUE CONTINUE LA

DETALLADO ,
- TEMPERATURA AMBIENTE DEGRADACION



12cm x 23.5cm

MUCHAS VECES LAS MUESTRAS DEBEN RECORRER LARGAS
DISTANCIAS HASTA LLEGAR AL LABORATORIO.

D

/QUIEN LAS TRASLADA?: ESO LO DECIDE CADA PODER JUDICIAL
PROVINCIAL, MUCHAS VECES ES A TRAVES DEL CORREO Y OTRAS
VECES SON TRANSPORTADAS POR FUNCIONARIOS JUDICIALES

METODO DE ELECCION




PTACMNS A QIBITITIRo

« ASESORAMIENTO TELEFONICO EN CUANTO AL TIPO DE CASO
(PATERNIDAD, MEDIO HERMANDAD, TIO-SOBRINO, ABUELO- NIETO,
LAS IMPLICANCIAS DE QUE PARTICIPE UN MENOR EN EL ESTUDIO)
« SOLICITUD DE TURNO
- EL DIA DE LA TOMA DE MUESTRA: CONCURREN LOS
PARTICIPANTES DEL ESTUDIO CON UNA NOTA DE PEDIDO FIRMADA
POR UN PROFESIONAL (ABOGADO, MEDICO, BIOQUIMICO) EN DONDE
FIGURA CLARAMENTE:

NOMBRE DE LOS PARTICIPANTES

DOCUMENTO DE IDENTIDAD DE LOS PARTICIPANTES

VINCULO A DETERMINAR

« SE VERIFICA LA IDENTIDAD DE CADA UNO Y SE FIRMA UN ACTA DE

CONSENTIMIENTO PARA LA TOMA DE MUESTRA

« SE TOMAN LAS MUESTRAS DE HISOPADO BUCAL (2 POR CADA

PACIENTE), QUE SE COLOCAN EN SOBRES IDENTIFICADOS

« EN 20 DIAS PASAN A RETIRAR EL INFORME: ;QUIEN LO RETIRA?
CUALQUIERA DE LOS PARTICIPANTES DEL ESTUDIO O UNA
PERSONA AUTORIZADA, QUE HAYA QUEDADO REGISTRADA EN EL
ACTA



NOTA DE PEDIDO EXTRAJUDICIAL

FE CHA iuenos Aires, 03 de septiembre de 2018.
Sr.Director
COLEGIO DE FARMACEUTICOS
DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES
S |/ D:

DIRIGIDO A NUESTRO LABORATORIO

Tengo el agrado de dirigirme a ud. a fin de solicitarle proceda a

realizar el estudio de ADN respecto de las personas que a continuacién se

detalla:
NOMBRE 0 i
COMPLETO DE : ‘ |
1.OS 2) , DNI nacido el 13/03/201‘?
P ARTICIP ANTES 3)! , DNI , Y en consecuencia
Y DNI determinar la paternidad de menor , respecto d}ViNCULO A
PROBAR
Se solicita expedida dos copias firmadas del resultado de cuyo
estudio se requiere y proceda a entregar una copia de la Sra. y otra al
Sr.

Se adjunta copia de documento nacional de identidad de las
tres personas involucradas y certificado de nacimiento del menor.

Desde ya muchas gracias.

FIRMA DEL PROFESIONAL
RESPONSABLE DEL PEDIDO




OFICIO JUDICIAL g T e e

A o 5P Agosto de 2018.} FECHA

DIRIGIDO A NUESTRO AL COLEGIO OFICIAL DE BIOQUIMISCOS
LABORATORIO Y FARMACEUTICOS DE CAPITAL FEDERAL.-

s / D

I'¢ Me dirijo a Ud. En los autos caratulados: “
CARATULA- — ——
”, EXPTE. N°

N° DE EXPEDIENTE <—— . )

"; que tramitan por ante el Juzgado de Primera

"* | DATOS DEL

cargo de la Dra. , Juez, Secretaria de

. SRR " [ JUZGADO

. Provincia de

Instancia en lo Civil

en los

—_—

que se ha dispuesto librar el presente a fin de notificarle
la providencia que a continuacién se transcribe para su
cumplimiento:

7 , 17 de Abril de 2018.-

II.- Téngase presente y RESERVESE en Secretaria

las muestras de hisopados realizados a las partes (2) sobres

DATOS SOBRE LAS por cada una de las partes conteniendo cada sobre (2) hisopos
MUESTRAS EXTRAIDAS | sucates para o1 juzgado (resguardo) 3 (31 hisopos bacaies
(POSIBLES para Bs. As., dejéndose debida constancia en autos y libros
CONTRAPRUEBAS)

—_
—

III.-Atento al estado de autos y conforme

’ FINALIDAD DEL

LIBRESE OFICIO al Colegio Oficial de Bioquimicos 'y

~— OFICIO
Farmacéuticos de la Capital Federal, a los fines de que se FI

proceda a la realizacién de la prueba pericial de ADN con el

disposicidén de Administracién del Poder Judicial de

objetivo de determinar la existencia o no de Vlncu_lo/



OFICIO JUDICIAL

VINCULOS
DUBITADOS E
INDUBITADOS,
TIPO DE
MUESTRA Y
FECHA DE
EXTRACCION

biolégico entre el Sr.

joven

’

y la

A sus efectos adjunto los sobres

que contienen los papeles de filtro impregnados con muestras

de hisopado bucal pertenecientes a:

e ®

deberd remitirse a este Juzgado. Fdo. Dra.

INTEGRANTE N°1:
a.

b

Nombre y Apellido:

Condicién: Titular

c. Tipo de Muestra Remitida: 3 hisopos bucales

d. Fecha de Atraccién: 16/04/18.-

INTEGRANTE N°2:

a.

Nombre y Apellido:

b. Condicién: Titular

G

Tipo de Muestra Remitida: 3 hisopos bucales

d. Fecha de Atraccién: 16/04/18.-

INTEGRANTE N°3:

a.

Nombre y Apellido:

b. Condicién: Madre de Integrantes N°1 y N° 2 (Vinculo

C.

Biolégico Indubitado)

Tipo de Muestra Remitida: 3 hisopos bucales -

d. Fecha de Atraccién: 16/04/18.-

INTEGRANTE N°4:

Asimismo,

. Nombre y Apellido:

(Vinculo Biolégico indubitado)

. Tipo de Muestra Remitida: 3 hisopos bucales

. Fecha de Atraccién: 16/04/18.-

. Condicién: Supuesto padre de Integrantes N°1l- g N* 2

hdgase conocer que el resultado pertinente

Juez y Dra. ——478 — -Secreyagia. -

FINALIDAD DEL
OFICIO

RECEPCION DEL
INFORME



ACTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRA:
MEMBRETE —

CON LOS [CoLEGIO OFICIAL DE FARMACEUTICOS Y BiogQuiMicOs DE CAFITAL FEDERAL

UNIDAD DE ANALISIS DE ADN — RocaMmora 4045 — Cap. —TEL 4852-1142 FECHA DE LA
DATOS DEL FECHA D
LABORATORIO A TOMA DE
DIRECTOR En Buenos Aires, aldia __ del mes de de201 el

LABORATORIO COFyBCF. hace constar con la participacion del Asistente de Laboratorio

(responsable por DNI__ . .,
este acto y por el QU s€ presentan en este Labora‘rm:m\
analisis) DNI__ . .
LDNI DATOS DE
DNI_ . . . QUIENES
PROFESIONAL DNI_ . . . L PARTICIPAN
QUE FIRMA LA DN EN EL
NOTA DE DNI__.__. .| ESTUDIO
PEDIDO DEL DNI__.__ . .
ESTUDIO : : _ DNL__ . . .
quienes prestan conformidad para la realizacion de un ESTUDIO mediante
ANALISIS DE ADN de las muestras biologicas tomadas en este acto para VINCULO A
determinar el vinculo de ~ . ”PROBAR
ACLARACIONES: a pedido de . Es todo.

POR EJEMPLO, terminado el mismo. los presentes firman al pie para constancia que certifico.
PERSONA <[

AUTORIZADA AJENA

AL ESTUDIO QUE FIRMA, ACLARACION Y HUELLA DIGITAL DE LOS

PUEDE RETIRAR EL PARTICIPANTES (PUEDE INCLUIRSE FOTO), Y FIRMA
INFORME DEL ENCARGADO DE TOMAR LAS MUESTRAS.



UNA VEZ QUE SE HA LEIDO EN VOZ
ALTA EL ACTA DE CONSENTIMIENTO
Y TODOS DECLARAN HABER
ENTENDIDO LA MISMA, SE PROCEDE A
LA TOMA DE MUESTRA:

« SE TOMAN 2 HISOPOS (1 DE CADA MEJILLA)

« 30 SEGUNDOS, ROTANDO EL HISOPO, MOVIENDOLO HACIA ARRIBA
O HACIA ABAJO

* LOS 2 HISOPOS CORRESPONDIENTES A UN MISMO INDIVIDUO SE
COLOCAN EN UN SOBRE QUE FUE IDENTIFICADO CON SU NOMBRE

PREVIAMENTE.

IMPORTANTE:

-SE TRABAJA DE A UNA PERSONA POR VEZ (NO SE TOMAN AL
MISMO TIEMPO HISOPOS CORRESPONDIENTES A DIFERENTES
INDIVIDUOS)

- EL RESTO DE LOS PARTICIPANTES NO HABLA CUANDO SE ESTA
TOMANDO UNA MUESTRA. PREGUNTAS AL FINALIZAR LA TOMA

DE MUESTRA.



CASOS CIVILES: FILIACIONES
MUESTRAS PRENATALES: PUEDEN ESTAR
CONTAMINADAS CON MATERIAL MATERNO

- __Ultrasound transducer
- { Vaginal speculum
e e Catheter
. ! a

o Liquido amnioético o Vellosidad Coriéonica
(Iuego sem 16) (sem 12 a 16) ‘




MUESTRAS: MADRE BI10LOGICA + BEBE

SANGRE O SALIVA U OTRA VELLQSIDAD O LIQUIDO
MUESTRA DE LA MADRE, AMNIOTICO O
SANGRE EN EDTA, TARJETAS CORDON UMBILICAL

FTA, WHATMAN



VOLUMEN DE MUESTRAS PRENATALES

Depende el estudio

S1 es solo para STR con 15-20 ml. de liquido amniético
en tubo estéril BD es suficiente. Si requiere pruebas
mas complejas consultar al laboratorio cantidad
necesaria

S1 es solo para STR con 10-20 vellosidades limpias
(disgregadas con aguja estéril de posible sangre), y
llevada a volumen de 15-20 ml de solucion fisiologica
estéril es suficiente. S1 requiere pruebas mas
complejas consultar al laboratorio cantidad necesaria



RIESGOS

Nosotros no recomendamos este estudio ya que los riesgos son
elevados y el resultado no se modificara si se espera al nacimiento

De todas maneras hay pacientes que sienten urgencia y deciden
hacerlo

Se sugiere solicitar previamente ecografias anteriores, junto a los
estudios serologicos de Hepatitis B y C, HIV, Toxoplasmosis,
VDRL (sifilis), rubeola, y si es necesario otros estudios seroldgicos
que puedan afectar al embrién. Se solicita también grupo y factor
de sangre

Se sugiere realizar a los 7 dias una ecografia de control en la zona
de la toma de muestra

La toma de muestra debe ser realizada por un médico que
monitoree el procedimiento a través de una ecografia

La madre debe firmar un consentimiento informado donde se le
hace saber que esta practica podria ocasionarle la pérdida del
embarazo

En caso de haber problemas puede suspenderse la practica o
esperar una semana o dos mas, por ejemplo en el caso que existan
hematomas
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Maternil \

21 PLUS

Claramente revolucionaria

l

Maternil |

GENOME Con la Tecnologia de

——  seQuenom

ANALISIS DE ADN LIBRE FETAL CIRCULANTE EN SANGRE MATE‘

o

UTILIZANDO SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION: CADA

ESTUDIO CUESTA ENTRE 850 Y 1000 DOLARES, SEGUN LA COMPLEJIDAI
ELEGIDA




La ADNpol cataliza la union de nucleétidos a una
cadena de ADN en ciclos de sintesis

En cada ciclo, los nucleotidos son identificados
de diferentes formas (dependiendo de la
tecnologia y la quimica utilizadas)

Diferencia con electroforesis capilar: En vez de
secuenciarse una cadena simple de un fragmento
de ADN, el proceso se extiende a través de
millones de fragmentos en forma paralela y
masiva

3 pasos criticos: Preparacion de la muestra,
inmovilizacion y secuenciacion

ADN
PR (ML) \I)\ l; IA"IOU
y lectura



ION- TORRENT

1. PREPARACION DE LA BIBLIOTECA: Fragmentacion del ADN por
sonicacion o nebulizacion, obteniendo fragmentos de aprox.
500pb =) Dos etapas de amplificacion

Utiliza CEBADORES ESPECIFICOS que se pegan a
los extremos del fragmento de interés

Se incorporan INDEXES y ADAPTADORES

Pe%i'ten Pe%ten
identificar generar
cada los
muestra clusters

2. GENERACION DE CLUSTERS: Las muestras se hibridan a
una superficie a través de los adaptadores; se amplifican
en puente y se linearizan. La celda contiene primers
complementarios a la secuencia de los adaptadores. El
proceso se repite generando grupos de clones.



ION- TORRENT

3. SECUENCIACION: Utiliza terminadores reversibles marcados. En
cada ciclo, un terminador se une a la secuencia e impide la union
de nuevos nucleotidos (grupo 3'OH bloqueado). Luego de la
incorporacion, se realiza un lavado y se determina la fluorescencia
emitida por excitacion del fluorocromo especifico. El sistema toma
imagenes de cada ciclo

4. ANALISIS DE DATOS: Lectura simultanea de grandes cantidades
de secuencias. El muestreo en profundidad y una cobertura
uniforme asegura una alta precision en la determinacion de
diferencias genéticas. Cada lectura de base tiene una puntuacion
asignada segun la calidad por lo que el software de Illumina puede
marcar diferencias y generar puntuaciones seguras. Se pondera la
contribucion de cada base a la secuencia y se detectan las
variantes de las secuencia



ILLUMINA ON- TORRENT

1. PREPARACION DE LA BIBLIOTECA: La fragmentacion se puede lograr mediante
cizallamiento ultrasonico, nebulizacion o métodos enzimaticos. Luego se
uniran los ADAPTADORES a los fragmentos generados

2. PCR DE EMULSION: La amplificaciéon se lleva a cabo en una mezcla oleosa que
contiene microesferas con adaptadores complementarios al de los fragmentos
obtenidos en el paso anterior y reactivos para llevarla a cabo, generando asi
en cada esfera un grupo de clones

3. SECUENCIACION: Las esferas se colocan en pocillos que seran bafiados con una
solucion de un nucleodtido especifico. Si el nucledtido es incorporado, se
libera un proton que sera detectado por la base del pocillo que actia como
Phmetro. Una placa sensora traducira esos cambios en picos de voltaje, y un
microprocesador los convierte en ionogramas. El proceso se repite cada 15
segundos con el resto de los nucleétidos, previo lavado del chip

4, ANALISIS DE DATOS: Los ionogramas son traducidos a secuencias de bases



Conceptos de COBERTURA y

PROFUN

I

COBERTURA= CAPACIDAD de secuenciar cada una de las
bases a lo largo del genoma o de un subconjunto
definido, es decir, el NUMERO PROMEDIO DE SECUENCIAS
que representan a un determinado nucleétido en la

secuencia total

PROFUNDIDAD= NUMERO DE VECES que se secuencia un

mismo subconjunto

—_—
Profundidad 4x =




, IDENTIFICACION PRECISA DE
La tipificacion se basa tanto en LONGITUD LOS ALELOS Y DE LAS
como en SECUENCIA VARIACIONES INTRA-ALELICAS
) ANALISIS SIMULTANEO DE
Cada molecula se lee INDEPENDIENTEMENTE DIFERENTES TIPOS DE
MARCADORES (SNPs,IY-STRs,
X-STRs, STRs AUTOSOMICOS)

Amplicones mas pequefios = Buenos
resultados en
muestras con
escasa cantidad

de ADN o ADN
degradado Eleva el poder de
discriminacion de los
El mantenimiento de los equipos de MPS es STRs y favorece el
MAS SIMPLE que los de electroforesis capilar analisis de MEZCLAS

&«

PERMITE DIFERENCIAR ISOALELQOS
(Alelos del mismo tamano pero con
diferente secuencia interna)

Se detectan variantes en regiones
amplificadas dentro y fuera del STR =



- ESTUDIOS DE PREDICCION FENOTIPICA Y ANCESTRIA: Un perfil
compuesto por una bateria de SNPs informativos respecto a las
caracteristicas fisicas de un individuo y a su ancestralidad
geografica podria ser util en investigaciones criminales.

Pigmentacion del iris: Puede ir desde el azul al marron
pasando por tonalidades verdes y doradas (dependiendo de
la poblacion estudiada). Sin embargo, se ha observado que
el nivel de precision de las predicciones suele ser alto para
colores MARRON o AZUL, pero no asi para los tonos
intermedios.

Pigmentacion del cabello: Tal como ocurre con el iris, la
precision es alta para cabello oscuro o rojizo, pero no asi
para diferenciar cabello castano de rubio.

Coloracion de la piel: es el rasgo de la apariencia fisica mas
dificil de examinar genéticamente y de dilucidar debido a
las migraciones y adaptaciones ambientales lo que conduce
a una restriccion en los estudios de mapeo genético.

NECESIDAD DE SEGUIR INVESTIGANDO



« ANALISIS EPIGENETICOS: Estudian a los elementos que regulan la
expresion genica de una célula y no a su secuencia. Los cambios
epigenéticos NO SON ESTATICOS y pueden modificarse a lo largo de
la vida de la célula. La metilacion diferencial de ADN entre tejidos
e individuos se ha utilizado en genética forense para distinguir
gemelos monocigoticos, diferenciar tejidos, y determinar con
bastante exactitud la edad del donante. Sin embargo, requieren de
gran cantidad de ADN lo que al momento constituye una limitacion.

o ANALISIS DE ARNm Y microARN: El analisis de ARNm permite
identificar el origen de un determinado fluido, lo que puede
resultar muy util para establecer un vinculo entre la evidencia y la
escena del crimen. Mas reciente es la introduccion del analisis de
microARN, involucrado en el control de la expresion génica; al ser
moléculas mas pequenas que el ARNm, su estabilidad in vitro es
mucho mayor, siendo adecuadas no solo para la determinacion de
fluidos corporales, sino también para determinar el intervalo post
mortem.



Es alin una técnica costosa para muchos laboratorios

En las plataformas de lon Torrent se producen errores de
lectura en los intervalos de nucleodtidos repetitivos
(regiones homopoliméricas)

En las plataformas de Illumina, ocurren errores en las
sustituciones

Requiere el desarrollo de herramientas analiticas, de la
infraestructura necesaria para el tratamiento de los datos
y de un mejor conocimiento del genoma

Los recursos bioinformaticos necesarios son costosos ya
que deben ser rapidos y eficientes en el procesamiento y
almacenamiento de los datos

Falta de mano de obra capacitada y conocimiento especial
de bioinformatica para recopilar informacion precisa y
para analizar e interpretar datos



ACLARACIONES:

- MUCHOS LABORATORIOS TODAVIA RECURREN A LA TOMA DE
MUESTRA SANGUINEA; EN ESE CASO LA SANGRE DEBE COLOCARSE
EN UN PAPEL DE FILTRO PARA CONSERVARSE DE ESTA MANERA, YA
QUE LA SANGRE LIQUIDA SE DEGRADA RAPIDAMENTE

- EN PERSONAS TRANSFUNDIDAS EVITAR LA TOMA DE SANGRE,
PODRIA DETECTARSE EL ADN PROCEDENTE DE LA SANGRE
TRANSFUNDIDA AL MENOS EN UN CORTO PERIODO DE TIEMPO
DESPUES DE LA TRANSFUSION Y SI ESTA ES MASIVA

- NO HACE FALTA INDICAR AYUNO CUANDO SE TOMA MUESTRA DE
SANGRE O HISOPADO BUCAL

- PARA CASOS DE FILIACIONES NO SE RECOMIENDA REMITIR AL
LABORATORIO OTRO TIPO DE MUESTRAS QUE LAS MENCIONADAS,
COMO SER PELOS

PREGUNTA FRECUENTE

RECORDEMOS QUE LOS PELOS SERAN UTILES EN ESTE TIPO DE
CASOS CUANDO TENGAN BULBO QUE NOS PERMITA ANALIZAR ELL
ADN NUCLEAR




EJERCICIOS:

TENDRAN 30 MINUTOS PARA RESPONDER A LAS
SIGUIENTES PREGUNTAS, QUE CORREGIREMOS A
CONTINUACION:

1- A traves de la secuenciacion masiva en paralelo es posible estudiar
el ADN fetal a partir de

2- ¢ En cual o cudles de las siguientes situaciones es necesaria la
firma del consentimiento informado antes de proceder a tomar la
muestra?

A- Toma de vellosidades coridnicas

B- Extraccion sanguinea materna para analisis de ADN fetal

C- Toma de liquido amniotico

3-.El analisis de ADN fetal circulante en sangre materna se
recomienda a partir de la semana de gestacion

4- La muestra de 10 centimetros de fémur se recomienda para
cuerpos que:

A- Han sido quemados

B- Se encuentran en un periodo de putrefaccion profunda

C- Han fallecido en las ultimas 72 hs.



5- VERDADERO O FALSO.

A- Cuando se desea realizar un analisis de ADN prenatal es ideal
hacerlo mediante vellosidades corionicas o liquido amnidtico ya que la
muestra de partida es de facil acceso y, ademas, permite evitar la
contaminacion del material genético fetal con ADN materno, que es
muy frecuente en el andlisis.

B- El formol es una sustancia conservante del material genético.

C- Es recomendable secar las muestras de hisopado bucal o sangre
en papel en estufa a 56°C.

D- Es obligatorio realizar un monitoreo mediante ecografia cuando se
procede a tomar liquido amniotico o vellosidades corionicas para
realizar un estudio prenatal

E- En un cadaver embalsamado seria recomendable tomar una
muestra de musculo esquelético para realizar un analisis de ADN.
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Conclusion:

The alleged father cannot be excluded as the biological father of the
child since they share genetic markers. Based on the results

Vd K . e / : ;
obtained from the analysis of the alleles, D351358, THO1, D21S11,
Analisis en e Obtencion de O e Sy o
Penta D, vWA, D8S1179, TPOX, FGA and Amelogenin, the
probability of patemity is 99.999458% (prior probability = 0.5) as
compared to an untested, unrelated man of the Caucasian

secuenciador erfil genético
P J Informe




HISOPADOS BUCALES/ SANGRE EN PAPEL

TEC-SDS: DETERGENTE;
DESESTABILIZA A LOS LIPIDOS DE LA
MEMBRANA PLASMATICA

RECORTE DE LA CAPA SUPERFICIAL DELOS
HISOPOS: LA TIJERA DEBE LIMPTARSE ENTRE
CADA MUESTRA. SE COLOCAN EN TUBOS
EPPENDORF

RESUSPENSTION EN H20 DESTILADA ESTERIL

{}

VOLCADO DEL ETANOL Y SECADO POR 2 HS

fle

SE TOMA LA FASE ACUOSA Y SE AGREGA EL
DOBLE DE VOLUMEN DE ETANOL,
INCUBANDOSE 30 MIN. EN FREEZER

fle

UNA VEZ SEPARADA LA FASE ACUOSA, SE
AGREGA CLOROFORMO, QUE ARRASTRA
TODOS LOS RESTOS CELULARES

©
&

¥

PK: RUPTURA DE LAS PROTEINAS
DE LA MEMBRANA PLASMATICA. SE
LIBERA EL CONTENIDO CELULAR

INCUBACION A 56°C (MIN. 2
HS., MAX. ON)
AGREGADO DE NaCl 3M, QUE
SALINIZA EL MEDIO

FAVORECIENDO LA SEPARACION
DE FASES

¥

AGREGADO DE FENOL, QUE LIMPIA
LOS RESTOS DE DETERGENTE Y
COAGULA LAS PROTEINAS/
SEPARANDOLAS DE LA FASE
ACUOSA



HISOPADOS VAGINALES/ANALES/ROPA INTERIOR

EN 2 TUBOS (A PARA LAS CELULAS, TEC-SDS: DETERGENTE:
EPLTELIALES ¥ B PARA LA FRACCION Z> DESESTABILIZA A LOS LIPIDOS DE LA

ESPERMATICA) , MEMBRANA PLASMATICA
RESUSPENSIC')E EN H20 DESTILADA ESTERIL w
VOLCADO DEL ETANOL Y SECADO POR 2 HS PK: RUPTURA DE LAS PROTEINAS

DE LA MEMBRANA PLASMATICA. SE
LIBERA EL CONTENIDO CELULAR

SE TOMA LA FASE ACUOSA Y SE AGREGA EL INCUBACION A 56°C (MAX. 2
DOBLE DE VOLUMEN DE ETANOL, HS) @
INCUBANDOSE 30 MIN. EN FREEZER ,
LfQUIDO SUPERIOR:  PELLET: TURO B
© TUBO A
UNA VEZ SEPARADA LA FASE ACUOSA, SE \4
AGREGA CLOROFORMO, QUE ARRASTRA TEC-SDS +PK +DTT
TODOS LOS RESTOS CELULARES ROMPE LOS PUENTES
® DISULFURO DE LOS
v ESPERMATOZOIDES

AGREGADO DE FENOL, QUE

LIMPIA LOS RESTOS DE AGREGADO DE NaCl 3M, QUE INCUBACION A
DETERGENTE Y COAGULA LAS SALINIZA EL MEDIO =5 56°C (ON)
PROTEINAS, SEPARANDOLAS <Z FAVORECIENDO LA SEPARACION

DE LA FASE ACUOSA DE FASES



PELOS

RECORTE DEL BULBO Z> TEC-SDS +PK +DTT
ROMPE LOS PUENTES

DISULFURO DEL PELO
INCUBACION A 56°C (MAX. 2
HS.)

RESUSPENSION EN H20 DESTILADA ESTERIL REFUERZO DE PK

{} &INCUBACIC’)N A 56°C (ON))

VOLCADO DEL ETANOL Y SECADO POR 2 HS AGREGADO DE NaCl 3M, QUE
SALINIZA EL MEDIO ,
ﬁ@ FAVORECIENDO LA SEPARACION
DE FASES
SE TOMA LA FASE ACUOSA Y SE AGREGA EL
DOBLE DE VOLUMEN DE ETANOL, | |
INCUBANDOSE 30 MIN. EN FREEZER

AGREGADO DE FENOL, QUE LIMPTA
© LOS RESTOS DE DETERGENTE.Y

COAGULA LAS PROTEINAS;

AGREGA CLOROFORMO, QUE ARRASTRA

TODOS LOS RESTOS CELULARES ACUOSA



UNAS

DEBE CORTARSE EN FRAGMENTOS MUY z> TEC-SDS +PK +DTT

PEQUENOS UTILIZANDO UN BISTURT SOBRE ROMPE LOS PUENTES
UNA HOJA A4 PARA AUMENTAR LA DISULFURO
SUPERFICIE DE CONTACTO EFECTIVA DE LA INCUBACION A 56°C (MAX. 2
MUESTRA CON LOS REACTIVOS HS.)

RESUSPENSION EN H20 DESTILADA ESTERIL REFUERZO DE PK

{} &INcueAaéN A 56°C (ON))

VOLCADO DEL ETANOL Y SECADO POR 2 HS AGREGADO DE NaCl 3M, QUE
SALINIZA EL MEDIO ,
ﬁ@ FAVORECIENDO LA SEPARACION
DE FASES
SE TOMA LA FASE ACUOSA Y SE AGREGA EL
DOBLE DE VOLUMEN DE ETANOL, | |
INCUBANDOSE 30 MIN. EN FREEZER

AGREGADO DE FENOL, QUE LIMPTA
© LOS RESTOS DE DETERGENTE.Y

COAGULA LAS PROTEINAS;

AGREGA CLOROFORMO, QUE ARRASTRA

TODOS LOS RESTOS CELULARES ACUOSA



SEPARACION DE MATERIAL SUBUNGUEAL Y UNAS

EN 2 TUBOS (A PARA EL MATERIAL SUBUNGUEAL Y B TEC-SDS: DETERGENTE:
PARA EL MATERIAL UNGUEAL). LAS UNAS SE COLOCAN DESESTABILIZA A LOS

EN EL TUBO B PARA EMPEZAR. , LTPIDOS DE LA MEMBRANA
RESUSPENSIC')E EN H20 DESTILADA ESTERIL PLASMATICA I I

VOLCADO DEL ETANOL Y SECADO POR 2 HS PK: RUPTURA DE LAS PROTEINAS

DE LA MEMBRANA PLASMATICA. SE
LIBERA EL CONTENIDO CELULAR

SE TOMA LA FASE ACUOSA Y SE AGREGA EL INCUBACION A 56°C (MAX. 2
DOBLE DE VOLUMEN DE ETANOL, HS) @
INCUBANDOSE 30 MIN. EN FREEZER ) N
TODO EL LIQUIDO: SE CORTAN LAS UNAS:
© TUBO A TUBO B
UNA VEZ SEPARADA LA FASE ACUOSA, SE \4
AGREGA CLOROFORMO, QUE ARRASTRA TEC-SDS +PK +DTT
TODOS LOS RESTOS CELULARES ROMPE LOS PUENTES DISULFURO
{} @ DE LOS ESPERMATOZOIDES
AGREGADO DE FENOL, QUE ” y INCUBAEION A
LIMPIA LOS RESTOS DE AGREGADO DE NaCl 3M, QUE ]

DETERGENTE Y COAGULA LAS SALINIZA EL MEDIO g
PROTEINAS, SEPARANDOLAS <Z FAVORECIENDO LA SEPARACION  INCUBACION
DE LA FASE ACUOSA DE FASES ON.



MATERIAL BLANDO

TEC-SDS: DETERGENTE;
DESESTABILIZA A LOS LIPIDOS DE LA
MEMBRANA PLASMATICA

CORTAR CON BISTURE EL MATERIAL,
DESCARTANDO LA PORCION DE MUESTRA EN
CONTACTO CON EL EXTERIOR Y ELIGIENDO EL
CENTRO

RESUSPENSTION EN H20 DESTILADA ESTERIL

{}

VOLCADO DEL ETANOL Y SECADO POR 2 HS

fle

SE TOMA LA FASE ACUOSA Y SE AGREGA EL
DOBLE DE VOLUMEN DE ETANOL,
INCUBANDOSE 30 MIN. EN FREEZER

fle

UNA VEZ SEPARADA LA FASE ACUOSA, SE
AGREGA CLOROFORMO, QUE ARRASTRA
TODOS LOS RESTOS CELULARES

©)
&

¥

PK: RUPTURA DE LAS PROTEINAS
DE LA MEMBRANA PLASMATICA. SE
LIBERA EL CONTENIDO CELULAR

INCUBACION A 56°C (MIN. 2
HS., MAX. ON)
AGREGADO DE NaCl 3M, QUE
SALINIZA EL MEDIO

FAVORECIENDO LA SEPARACION
DE FASES

¥

AGREGADO DE FENOL, QUE LIMPIA
LOS RESTOS DE DETERGENTE Y
COAGULA LAS PROTEINAS/
SEPARANDOLAS DE LA FASE
ACUOSA



ANTES DE COMENZAR: LIMPIEZA DE TODOS LOS ELEMENTOS Y MESADAS CON
HIPOCLORITO DE SODIO 10%, ETANOL ABSOLUTO Y ENJUAGUE FINAL CON AGUA

DESTILADA.

10 MUESTRAS OSEAS (FEMUR): LIMPIEZA CON BISTURi, PAPEL DE LIJA Y TORNO
(SIEMPRE SUMERGIR PREVIAMENTE EL HUESO EN NITROGENO LiQUIDO)

et

OBTENCION DE 8 GRS. DE POLVO CON TORNO (SUMERGIR

PREVIAMENTE EL HUESO EN NITROGENO LIQUIDO)
LIMPIEZA DEL POLVO CON

ETOH Y EDTA

DIGLESTI,(,)N (250 ul TEC-SDS Y 25 ul PROTEINASA K; INCUBAR EN
BANO TERMICO A 56°C 2 HS. REFUERZO DE TEC-SDS Y PK DESPUES

DE 1 HORA
et

EXTRACQION CON 500 ul DE FENOL (Y AGREGADO DEL 10% DE
SOLUCION DE NaCl 3M) Y POSTERIORMENTE CON 500 ul DE

CLOROFORMO
50 ul PROCESADOS EL RESTO DEL
MEDIANTE EL KIT VOLUMEN FUE
QIAAMP DNA PURIFICADO EN
INVESTIGATOR COLUMNA AMICON,
EXTRACTO 1 CENTRIFUGANDO

DURANTE 15 MIN.
HASTA OBTENER 50 ul



5ul SE

AMPLIFICAN
DIRECTAMENTE
A PARTIR DEL
CONCENTRADO
EXTRACTO 2

EL RESTO SE
PRECIPITA CON
ETANOL
ABSOLUTO; SE
MIDE EL VOLUMEN
DE EXTRACTO
RESTANTE, Y SE
AGREGA
EXACTAMENTE EL
DOBLE DE
VOLUMEN DE
ETANOL ABSOLUTO

N

30 MIN. EN
FREEZER.
CENTRIFUGAR 10
MIN. A MAXIMA
VELOCIDAD,
VOLCAR Y DEJAR
SECAR AL MENOS 2
HORAS.

RESUSPENDER EN
10 ul DE AGUA
DESTILADA
EXTRACTO 3




Cuadro 3: Comparacion de metodologias en base al porcentaje de eficienciaen la
visualizacion de alelos, a la cantidad de marcadores con evidencia de ADN
degradadoy al rango de altura de los picos.

FPORLENTAJE DIE PUORLGENTAJE DE ALTURA DEFILCS (LIA)
EFICIEMNCIAEM LA MARCADORES CON
WISUALIZACION DE EVIDENCIADE ADN
ALELOS (%) DEGRADADO
[ EXTHA [EXTHA [ EXTRA | EXTRA [ EXTRA [EXTRA | EXTRA [ EXTRA [ EXTRA |
CTOS1 |CTOS2 [ CTOS53 | CTOST | CTOS2 | CTOS3 | CTOS1 [ CTOS2 | CTOS3
M1 | 100,00 | 100,00 | 0000 | Orie e s TOMO- TOMO- TOD0-
0, 00% 0, 00% 0,00% G000 G000 G000
M | 02,50 B3, o 100,00 | 3M0 2115 118 T00- T00- A00-
3000% | 13,33% | 6.25% 500 1500 2000
M3 | 5825 93,75 100,00 [ 39 15 g T00- T00- 200-
3333% | 2000% | 0,00% 500 1000 2000
M4 | 100,00 | 100,00 | 50,00 e e /g T00- 400- T00-
0, 00% 0, 00% 0, 00% 1500 4000 1500
ME | 100,00 | 100,00 | 5825 e e ] B00- 300- 200-
0, 00% 0, 00% 0,00% GODO0 GOD0 3000
Mz | of,50 ., Bl 1,45 214 10 13 T00- JUL- oUl-
2143% | 0,00% 0,00% 1000 4000 4000
M | bbb 100,00 | 62,50 Y 4o 10 oU-000 | 100- T00-
3333% | 25,00% | 60,00% 2000 800
mME | 82,50 g7.50 o560 210 24 114 TO0- BO-300 | T00-
2000% [ 14,258% | 7,14% 400 400
e [ 871,25 100,00 [ 10000 | 273 e e TO0- 300- 300-
15,36% | 0,00% 0,00% 400 4000 4000
M1 | 75,00 a7.50 100,00 | 3M2 orid s TO0- TO0- 200-
0 2500% | 0,00% 0,00% 300 800 2000
Ra | b&te- B2 %0- BO- (- (%o %o- B0-6000 | 50-5000 | 100-
nga | 100% 100% 100% 3% 25% G0% G000
& 70,128 925w o3, fove | T7,85% | 7,.26% T.34% | ZBE- 280 280-
% 1740 2860 2580
Mo | 100% 100N 1005 (o (o U TO0-oh0 | 100- 200-
da 4000 2000




eadivbssobiridandc,
v C
U L

EONRSRALO0Y
v D
O L
Can d
-
RNy,

Vv E

Paternity Screening Report

% Lt i, GEADANM e by sy Relationship Race
e M N A N A A A i
Alleged Father Caucasian
reetin 30T 11 BANG DR AL 1100 £7 THATE A BLUERTAN POT 30 0005
l F; DNA ANALYSIS RESULTS: Allele and number of repeats
e | 5 = éL % r*’“ Wlleles Child Alleged Father | Paternity Index
] D351358 15 15,17 1.972
30 Grwen 10 SANS DRUE A 130 ET PRATE AU SUUESTAR #OT 32 J0UsS THO1 93 93 3.439
! 021511 27.29 20,322 1.221
l A o o D18S5 1418 16,18 3.230
it} ] e Penta E 13,14 513 2.336
2] 05581 11,12 11,13 0.653
2 Yoton 11 BAVG CRLUE AL 8700 €1 TRATE AL BLLESTAR POT 30 50085 135317 8,15 8 11 2.053
E.?; 7582 9,12 10,12 1694
1 i = 0165539 12,13 9,12 0.82
] c & ICSF1PO 11 11,12 1.57
¥ 3 Penta D 9. 11 1,12 1.71
ret11he 3t €] BN LU A1 100 7 TAATE M) ABTAN O 20 05 WA 1415 14,17 3.001
[ J l [ Lawo 0851179 10, 16 12,16 9.191
[ l | ' Fromo TPOX 10, 11 9.10 5.814
e i FGA 21,24 24 3.638
imelogenin XY XY
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L Probability of Paternity 99.999458%
Conclusion:

The alleged father cannot be excluded as the biological father of the
child since they share genetic markers. Based on the results

Fd K ° o /4 ) "
obtained from the analysis of the alleles, 351358, THO1, D21S11,
na l S l s e n e e n< l O n e D18S51, Penta E, D5S818, D138317, D7S820, D16S539, CSF1PO,
Penta D, vWA, D851179, TPOX, FGA and Amelogenin, the

probability of patemity is 99.999458% (prior probability = 0.5) as
compared to an untested, unrelated man of the Caucasian

secuenciador erfil genético
P J Informe




INICIO: 94-96 °C. Esto so6lo es necesario para ADN polimerasas que requieran
activacion por calor.

DESNATURALIZACION: Se separan las dos cadenas de ADN (94-95 °C).
ALINEAMIENTO O UNION DEL CEBADOR: El cebador se unir4 a su secuencia
complementaria en el ADN molde. Para ello es necesario bajar la temperatura a 40-
68 °C durante 20-40 segundos (segun el caso), permitiendo asi el alineamiento.
EXTENSION O ELONGACION DE LA CADENA: La polimerasa toma el ADN
molde para sintetizar la cadena complementaria, anadiendo los ANTP
complementarios en direcciéon 5'— 3', uniendo el grupo 5'-fosfato de los ANTP con el
ogrupo 3'-hidroxilo del final de la hebra de ADN creciente (la cual se extiende). La
Taq polimerasa presenta maxima actividad a los 75-80 °C (comtunmente 72 °C).
ELONGACION FINAL: 70-74 °C durante 5-15 minutos tras el tltimo ciclo de PCR.
Con ella se asegura que cualquier ADN de cadena simple restante sea totalmente
ampliado.

CONSERVACION: Este paso que se lleva a cabo a 4-15 °C durante un tiempo
indefinido para conservar la reacciéon a corto plazo.



EN MUESTRAS CON POCO ADN (PELOS, HISOPADOS DE ELEMENTOS,
MATERIAL CADAVERICO):

- SE AUMENTA EL NUMERO DE CICLOS DE PCR

- ES POSIBLE QUE LAS MUESTRAS MAS EXPUESTAS A LA
DEGRADACION (MATERIAL CADAVERICO O HISOPADOS DE LOS
ELEMENTOS EN LA ESCENA DEL CRIMEN) CONTENGAN
INTERFERENTES.

EN ESTOS CASOS SE PUEDEN REALIZAR DILUCIONES A PARTIR DEL
EXTRACTO (YA QUE, SI BIEN DISMINUYE LA CONCENTRACION DE
ADN, TAMBIEN LO HACE EL INTERFERENTE Y, AL HACER LA
AMPLIFICACION POR PCR, LA CANTIDAD DE ADN AUMENTARA Y EL
INTERFERENTE DEJARA DE VISUALIZARSE EN EL
ELECTROFEROGRAMA).

EN MUESTRAS CON MUCHO ADN (HISOPADOS BUCALES, SANGRE EN
PAPEL):

- SE PUEDE SOLUCIONAR REALIZANDO DILUCIONES A PARTIR DEL
AMPLIFICADO



‘ J AMPLIFICADO / LADDER \
. o

FORMAMIDA: FORMAMIDA:
DESNATURALIZAR (TENER DESNATURALIZAR (TENER
FRAGMENTOS EN FRAGMENTOS EN
CADENA SIMPLE) CADENA SIMPLE)

s o

STD INTERNO (NARANJA): INDICA EL
PESO MOLECULAR, QUE SE ASOCIA CON \STD INTERNO (NARANJA)
UNA DETERMINADA CANTIDAD DE BASES U

(INDICADO POR EL FABRICANTE DEL STD
INTERNO)

PERMITE RELACIONAR EL COLOR Y LA
CANTIDAD DE BASES CON UN ALELO
(NUMERO DE VECES QUE SE REPITE UN
FRAGMENTO DETERMINADO)



AweL [ D3s13ss | D151656 || D2s441  |[ D10s1248 || D135317 | Penta E |
60 80 100 120 140 160 130 200 220 240 260 280 300 320 340 360 330 400 420 440 460 480

2,000 2X 3X 2X 8X 8x 8x
1,900+
1,800
1,700
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1,500+
1,400
1,300
1,200
1,100
1,000
900 |
800
700 |l
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400

300

200




| D165539 [ D18551 | | D251338 | [ csFipo | | Penta D |
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 350 400 420 440 450 480

2,600 2X 33X X a8x
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1,200
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| THO1 | | VINA | | D21511 | | D75820 | ] D55818 | [ TPOX | |  Dvs3s |
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1,900

1,800

1,700

1,600

1,500

1,400

1,300

1.200

1,100

1,000

800

T00

800

500

400

300

200

100

-100

-200

[ DBS1179 | | D125391 1 D195433 | | FGA | [ D22s1045 |
60 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

2X 2 3X SX

[1[14] 18]20] 13152 0]  [28] [15]
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