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1.- Objeto:

Se define la sistematica seguida para la realizacion de la amplificacion de los loci de ADN nuclear
D8S1179 - D21S11 - D7S820 - CSF1PO - D3S1358 - THO1 - D13S317 - D16S539 - D2S1338 -
D19S433 - VWA - TPOX - D18S51 - D5S818 - FGA y de la Amelogenina mediante la utilizacion del

AmpFISTR Identifiler™ kit (Applied Biosystem).

2.- Alcance:

El presente procedimiento afecta a todos los ensayos que realiza la Seccion de Genética Forense de la
UPC, en los cuales se obtiene suficiente cantidad de ADN para la realizacion del analisis de
polimorfismos de ADN nuclear.

3.- Definiciones:
No aplicable

4.- Descripcion de la instruccion
4.1. Materiales

4.1.1. Reactivos

o AmpFISTR Identifiler™ PCR Amplification kit

o AmpFISTR PCR Reaction Mix: 2 tubos conteniendo MgCIZ, dNTPs y Albumina sérica bovina en una

solucion tamponada con 0,05% de azida sodica. Cada uno de los tubos contiene 1,1 ml

o AmpFISTR Identifiler Primer Set: Un tubo de 1,1 ml conteniendo tanto primers (cebadores)
marcados con fluorescencia como primers (cebadores) no marcados

o AmpliTag Gold DNA Polymerase: Dos tubos de enzima con una actividad de 5 U/ul. Cada uno de
los tubos contiene 50 pl

o AmpFISTR Control DNA 9947A: Un tubo de 0,3 ml conteniendo ADN (a una concentracion de 0,10

ng/ul) de una linea celular humana femenina en una solucién tamponada con 0,05 % de azida
sodica. Su utilizacion es como muestra de referencia y control positivo con el siguiente genotipo
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para los marcadores incluidos en el kit Identifiler:

D8S1179 13,13
D21S11 30,30
D7S820 10,11
CSF1P0 10,12
D3S1358 14,15
THO1 8,9.3
D13S317 11,11
D16S539 11,12
D2S1338 19,23
D19S433 14,15
VWA 17,18
TPOX 8,8
D18S51 15,19
Amelogenina XX
D5S818 11,11
FGA 23,24

e Material de referencia SRM 2391b: material de referencia para marcadores de cromosomas
autosomicos creado por el NIST (Nacional Institute of Standards and Technology — Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologia) y que contiene 12 muestras (1-12) tipadas para los loci del kit
Identifiler, ademas de otros STRs. Las muestras contienen 20 pl a una concentracion de 1 ng/ul 'y
su tipaje es:

D escripcidn DES1179 D21S14 D7S820 CSF1P0 D3S1358 THOY1 D13S317 D165539
1313 29,332 910 12,12 1417 g7 11,13 12,14
1116 29,30 9,10 11,12 1516 5,9.3 8,11 12,12
1416 28,312 1213 11,12 1515 9393 11,12 11,12
1414 28,30 840 11,12 1547 7.9 1242 9,10
1516 25,30 g0 10,12 1518 7.7 11,12 9,11
1016 25,29 .11 10,13 1447 9,93 1213 12,153
1315 28,31.2 9.9 10,11 14,15 g7 11,12 10,10
1214 30,31 a0 10,12 1518 7.8 9,13 9,11
13,13 30,30 10,11 10,12 14,15 5,9.3 11,11 11,12
1213 2930 1141 104142 15417 §.9.3 11,13 11,11
13,13 30,30 10,11 10,12 14,15 5,9.3 11,11 11,12
12,13 29,30 11,41  1041- 1547 ,9.3 11,13 11,11

13-

D escripcidn D251338 D19S433 wWwWa  TPOX D18551 Amelo. D5S818 FGA
17,253 13162 1747 8,11 14,14 WY 1212 21,22
17,26 1416 1416 8,10 10,14 WK 1212 20,22
20,24 1214 18419 8,11 16,20 XY 11,11 23,25
17,23 1113 1717 5,9 18,18 WK 11,11 18,22
17,19 12214 16,20 10,11 1446 XX 1112 23,25
25,25 1214 16,18 5,3 18,18 WK 1212 21,25
17,22 13452 164146  &,11 1316 XY 1112 23,24
22,22 12215 1517 8,12 1518 WX 1213 24,28
19,23 1415 1718 8,3 15,19 WM 11,11 23,24
23,23 1314 1717 5,9 15,18 XY 1113 24,25
19,23 1415 1718 5.3 1519 WK 11,11 23,24
23,253 1314 A7 A7 5,9 1518 XY 1113 24,28

Agua destilada
Tampon TE (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0)

4.1.2. Material Fungible

* Viales eppendorf de 1,5 mi
* Viales eppendorf de 0,5 mi
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* Viales de amplificacion de 0,2 ml

* Puntas de pipeta con filtro (1000, 200, 20 y 10 ul) estériles

* Gradillas para viales de 0,2 ml

* Gradillas para viales de 0,5 ml

* Gradillas para viales de 1 ml

» Guantes estériles desechables

* Rotulador permanente

* Microamp String Caps

* Cubierta adhesiva de bandeja de PCR de 96 muestras

* Cubierta adhesiva de aluminio para bandeja de PCR de 96 muestras

4.1.3. Equipamiento

+ Cabina de seguridad biologica (GF012)

* Centrifuga (GF022)

* Pipetas de 50-1000, 20-200, 2-20 y 1-10 pl

* Agitador GF018

* Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (GF034 6 GF072)
* Centrifuga para placas (GF083)

* Robot Tecan Evo (GF082)

4.2. Procedimiento

A continuacién se detallan los marcadores genéticos analizados, su localizacion cromosémica, su
probabilidad de exclusion a priori (PE), su poder de discriminacion (PD), asi como sus tasas estimadas de
mutacion paterna y materna.

Los valores de probabilidad de exclusién a priori (PE) y poder de discriminacion (PD) se han obtenido
usando las férmulas descritas en:

e Chakravarti A and Li CC, The effect of linkage of paternity calculations. En: Inclusion probabilities in
parentage testing. (Ed.: Walker, R.H.) American Association of Blood Banks (1983), Arlington,
Virginia, pp. 411-422,

para la probabilidad de exclusién a priori y:

e Jones DA, Blood samples: probability of discrimination. J. Forensic. Sci. Soc. 12 (1972) 355-359 y
Smalldon KW and Moffat AC, The calculation of discriminating power for a series of correlated
attributes. J. Forensic Sci. Soc. 13 (1973) 291-295

para el poder de discriminacion; y a partir de estudios poblacionales realizados en poblacion espafola y
publicados en:

e Spanish population data on 7 tetrameric short tandem repeat loci. International Journal of Legal
Medicine 108: 145-149 (1995).

e Spanish population data on 13 PCR-based systems. Advances in Forensic Haemogenetics, vol. 6,
pp. 578-580 (1996).

o Allele frequencies of D3S1358 and FGA in a Central Spanish population. Progress in Forensic
Genetics, vol. 7, pp. 309-311 (1998).

e A Spanish population study of the STR loci HumLPL, D5S818, D7S820 and D13S317. International
Journal of Legal Medicine 112: 70-71 (1998).

e Spanish population data on the four STR loci D8S1179, D16S539, D18S51 and D21S511.
International Journal of Legal Medicine 112: 340-341 (1999).

e A Spanish population study of the STR loci D2S1338, D19S433, Penta D and Penta E. Journal of
Forensic Sciences 48(5): 1182 (2003).
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A partir de dichos valores se estima una probabilidad de exclusion a priori total de 99,999937 % y un poder
de discriminacion total > 99,999999 % para los marcadores genéticos analizados mediante el kit Identifiler.

Los valores de tasa de mutacion paterna y materna se han obtenido del “Annual report summary for testing
in 2003” de la AA.BB. (American Association of Blood Banks) publicado en 2004 y disponible en la
siguiente direccion:

http://www.aabb.org/Documents/Accreditation/Parentage Testing Accreditation Program/ptannrpt03.pdf

Locus é‘r%ﬁggzzlq?ga PE PD mt;rtz?:?én mt;rti\sc’:?én
materna paterna
| D8s1179 || 8q | 06382 | 09421 | 0023% | 0,159% |
| D21s11 || 21g911.2.g21 || 06939 | 09536 | 0,107% | 0,147 % |
| D7s820 || 7q11.2122 | 06128 || 09312 | 0013% | 0,116% |
| CSFIPO || 5933334 | 04487 || 08741 | 0031% | 0153% |
| D3s1358 || 3p |l 05892 | 09225 | 0015% | 0,128% |
|  THO1 | 11p155 || 05882 | 09234 | 0009% | 0,009% |
| D13s317 || 13q22-31 || 05840 || 09242 | 0,040% | 0,142% |
| D16S539 || 16qg24-qgter | 05442 || 09069 | 0,028% | 0,109 % |
| D2s1338 || 2935-37.1 || 07447 || 09591 | 0,021% | 0,103% |
| D19s433 || 19912-131 || 06224 | 09332 | 0,054% | 0,075% |
| VWA || 12p-12pter || 06405 || 09360 | 0,033% | 0,170% |
|  TPOX || 2p23-2pter || 0,3740 || 08210 | 0,004% | 0012% |
| D18s51 || 189213 || 07421 || 09669 | 0,063% | 0221% |
Amelogenina X:$'2F2)‘111-222.3 No aplicable|[No aplicable|[No aplicable|[No aplicable
| D5s818 || 5g21-31 || 04593 || 08618 | 0025% | 0,116% |
| FGA I 4q28 | 07253 || 09654 | 0,050% | 0319% |

Para la amplificacion de los loci anteriormente descritos usando el kit Identifiler se usara el termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (GF033 6 GF034), con el siguiente programa:

e Fase de incubacion inicial: 95 °C durante 11 minutos
e Fase de amplificacion: 28 ciclos
o Desnaturalizacion: 94 °C durante 1 minuto
o Anillamiento: 59 °C durante 1 minuto
o Extension: 72° C durante 1 minuto
o Fase de extension final: 60 °C durante 60 minutos
e Fase final: 4° C hasta la retirada de los tubos

4.2.1 PREPARACION MANUAL DE LAS MUESTRAS

Para efectuar el proceso de amplificacion, se crea una solucién usando la siguiente tabla a partir de los
componentes del Kit Identifiler:
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e  AmpFISTRE PCR Reaction mix 10,5p
e AmpliTag Gold DMA polymerase 0,5 pl *n* de muestras {ncluyendo controles pos. ¥ neg.)

e AmpFISTR [dentifiler Primer Set 5,5 W

La cantidad obtenida es de 16,5 ul por muestra a amplificar (incluyendo controles positivo y negativo), de
los cuales se depositaran 15 ul en viales adecuadamente etiquetados para las muestras y controles a
amplificar. La cantidad restante hasta alcanzar 25 ul (volumen final de amplificacion) sera:

e En aquellas muestras con una concentracién de ADN igual o inferior a 0,05 ng/ul, anadir 10 ul del
extracto de ADN

e En aquellas muestras con una concentracion de ADN superior a 0,05 ng/ul, diluir una porcion de la
muestra con agua destilada o tampén TE, de tal forma que haya entre 0,5 y 2 ng de ADN total en un
volumen de 10 pl

e En el control negativo, anadir 10 ul de agua destilada o tampén TE

e Se incluira como control de calidad 1 ul de muestra del material de referencia (genomic 1 a
genomic 10) SRM 2391b diluido en 9 ul de agua destilada (1 ng), al inicio de cada nuevo kit de

Identifiler y 1 ul del control positivo del citado kit. Tras verificar la validez del control positivo, se
utilizara unicamente éste como control de calidad hasta la finalizacién del kit.

4.2.2 PREPARACION ROBOTIZADA DE LAS MUESTRAS

Existen dos versiones de scripts, para cuando se han extraido tanto en tubos de 1.5 ml o para cuando se
han extraido en placa, aunque no se puede hacer una normalizacion mixta.

Cuando se preparan los controles positivos, el robot pipetea 10 ul del AmpFISTR Control DNA, para
Identifiler, si la concentracion del control positivo original es diferente, se debera de diluir para conseguir

una concentracion de 0.1 ng/ul.
4.2.2.1 Exportar los resultados de la cuantificacién
Exportar los resultados SDS del ABI 7500.

e Seleccionar File / Export / Results.

e En el menu Save in, buscar el lapiz de memoria.

e En el cuadro File name, guardar con el nombre AAAA-MM-DD_n°
profesional.

e seleccionar Results Export Files (*.csv) en el menu Save as type.

e Seleccionar Save.

4.2.2.2 Preparar el robot TECAN Freedom EVO 150y los reactivos del kit Identifiler para la
normalizacién y amplificacion.

e Se debera de realizar el mantenimiento diario, corriendo el script eguneko lehena.
e Encender el ordenador

e Encender el RobotE

e Para arrancar el software EVOware Standard, nos pedira un nombre de usuario y contrasefia
(usuario y 00000)

e Arrancar el software EVOware Standard, aparece una pantalla de Start up, clicar sobre “Run
maintenance - eguneko lehena / Start your selection”
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e En la pantalla “Runtime controller” clicar sobre “Run / Initializing”. Tras este proceso el brazo
robético comienza a moverse para testar la zona de trabajo

e Al finalizar, cerrar “Runtime Controller”

e Preparar los reactivos de |dentifiler, vorteandolos ligeramente y realizando un spin.

e Prepara el AmpFISTR Reagent Block para la normalizacién segun la imagen adjunta (el bloque se
debe de guardar en la nevera antes y tras el uso).

: AT Contrel posilivoe TE en un tubs eppeen dor
Primer Mix 1.5 ml

Tuhar = Sl %% B

Rewetion Wi
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e Colocar las puntas de 200 pl y 50 pl segun el esquema de la imagen adjunta.

e Colocar el depésito para TE con una cantidad variable de TE, que dependera de la cuantificacion
que puede ir desde 20 hasta 100 ml, segun el esquema de la imagen adjunta.

e Colocar la placa con las muestras (si se extrajo en placa) segun el esquema de la imagen adjunta.

e Colocar las muestras comenzando en la posicion S1 en el rack para tubos en caso de extraccién en
tubos.

e Colocar dos placas para la predilucién segun el esquema de la imagen adjunta.

e Colocar una placa de 96 pocillos para la amplficacion, segun el esquema de la imagen adjunta.

e Colocar el Reagent Block segun el esquema de la imagen adjunta.

http://datos.intranet.utap/web/GC000000.nsf/ccv80/0C4A5841048A8D97C12579250... 15/03/2012
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4.2.2.3 Ejecutar el Script de normalizacién y amplificacién.

e Seleccionar el Script.

a) Para ello seleccionaremos en el menu Startup Edit an existing Script.
b) Seleccionar el Script, Identifiler_tubes combo o Identifiler_plate combo y
presionar sobre la flecha verde (Run).
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d) Clicaremos sobre Execute, Run
e) En la pantalla Runtime controller presionaremos sobre Run

e Definir el numero de muestras y el punto de inicio.
a. Asignar el numero de muestras y verificar que esta correcto el punto de inicio.

e BTECAN.
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b. Presionar sobre Run.

e Introducir los datos de numero de lote y fecha de caducidad de los reactivos clicando en Record
Reagent Information. Presionar sobre Run al finalizar.

e Confirmar que esta correctamente colocado lo que nos pide (Reagent Block, Placas para diluir....)
clicando sobre load en cada uno de ellos (o loaded all), y al final clicar sobre Run. Nos informa que
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el robot va a tomar 10 ul del control positivo, por lo que se debera de normalizarlo a una
concentracion de 0.1 pl.
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e El robot escanea los codigos de barra y como no los detecta, deberemos seleccionar ignore y clicar

sobre Run.

e Definir la informacion de las muestras y su posicion.
a. Enla seccion Sample Information, seleccionar Edit, para introducir las

muestras manualmente.

b. Se puede importar los datos desde un archivo csv clicando sobre el botén ...
(Todas las muestras deben de ser contiguas). Se debe navegar hasta la
carpeta C/HIDEVOIlution Extraction Files/Export/date_time). Una vez
importados los datos clicar sobre edit para comprobar que estan correctas.

C. Seleccionar OK para continuar.
d. Clicar sobre Run.
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e Importar los resultados de la cuantificacion obtenidos en el ABI 7500.
a. Transferir el archivo obtenido desde el lapiz de memoria a la carpeta

http://datos.intranet.utap/web/GC000000.nsf/ccv80/0C4A5841048A8D97C12579250...

Escritorio/ Para normalizar.

b. Para Quantifiler Duo, debemos de separar los resultados obtenidos en la
cuantificacion para obtener dos archivos para la normalizacion, uno con los
valores obtenidos para ADN humano y otro con los valores obtenidos de ADN
de varon. Para ello una vez creado el archivo CSV deberemos de guardarlo en
la capeta Escritorio/Quantifiler Duo en el ordenador del robot. Se debe de
abrir el software HID EVOlution Quantifiler Duo Converter y seleccionar la
opcion Convert Quantifiler Duo 7500 Results File y clicar sobre Next

15/03/2012
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Nos aparecera una pantalla en la que deberemos de navegar hasta el archivo CSV.
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Clicaremos sobre next, y con el buscador indicaremos la carpeta en la que vamos a guardar los archivos
CSV creados para ADN total y de vardn utilizables para la normalizacion.

c. Clicar sobre Add.

d. Seleccionar Quantifiler Human o Quantifiler Y.
e. Seleccionar el boton ...

f. Navegar hasta el archivo con la cuantificacion.(o el lapiz de memoria.)

g. Clicar sobre Open

B s

| T Puhatian™

fmipnrt THOC Hie

QICE aubput Hi+

BTECAN.

e romuler mrae sl

QI lluraen Gusndk e ¥

r rn

~ll a L1 Ty B [ PRy PR
| s | wuainaficativn aultl e
SATAT

SaultAdn

(=]

widuo g

h. Clicar sobre Run.
e Confirmar la normalizacion.

a. En la siguiente pantalla se observa un resumen del numero de muestras a

procesar, el nimero

de muestras que estan por debajo del umbral de amplificacion definido por el usuario,

y el nimero

de muestras que estan por encima de la cantidad maxima establecida por el usuario.
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b. Clicar sobre View, para ver la ventana de ajuste de la normalizacién de las
muestras. Sample
normalization adjustment.
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c. Clicar sobre Process All si queremos normalizar todas las muestras, si deseamos
deseleccionar

alguna de ellas deberemos de quitar el simbolo verde, o ponerle si esta
deseleccionado.

d. Para poder cambiar los parametros de la normalizacion (por defecto esta a 1ngul
deberemos ir a

Global req. Amount.

e. Se puede cambiar el umbral minimo, en ng, da partir del cual amplficar y la cantidad
maxima

aceptable desde la opcion Qty range.

f. Se puede cambiar el volumen de la normalizacion (por defecto 10 ul) desde la
opcion Configured

volume.

g. Clicar sobre OK

h. Clicar sobre Run para comenzar la normalizacion.

i. Nos aparecera una pantalla para recordar que se cambien las puntas de pipetas en
las

posiciones 29 y 25

e Importar el archivo para el 3130

a. Cuando ha finalizado la normalizacion y creara un archivo para exportar al ABI 3130
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(HIDEVolution_gPCRSTRfiles / ABI3130 Imput Strplate_aaaammdd_hhmm)
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c. Clicar sobre View para ver el informe generado para esta normalizacion.
d. Clicar sobre Run para finalizar el script.

e Poner el film sellador (de aluminio) a la placa para amplificar o bien los tapones (caps)
e Llevar la placa al termociclador y seleccionar el programa adecuado
e Disposicién de la placa para todos los kit excepto Yfiler.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12
A |S1 |39 |S14|S2 |S0|S37 | S44|S52 | SH9| 67 | S74
B [S2|S10 |S15|S23 | S30|S38 | 45| S53 | SB0| 368 | S75
C |S3|S11 516|524 |S31|S39 | S46| 554 | 61969 | S76
D |4 |512 |S17|S25 |S32| A0 | 47| S5 | S62| 570 | S77
E |S5|S13 |S18|S26 |S33| S41 | S48|S56 | B3| S71 | S78
F |6 |POS|S19|S27 |S34| A2 | 49| S57 | 64| 572
G |S7 |[NEG|S20|S28 | S35| A3 | S50| Sh8 | b5 S73
H |S8 |LDR|S21|LDR|S36|LCR | S51|LDR| S66| LDR

el material amplificado fuera a almacenarse por un tiempo inferior a las 2 semanas, debera conservarse
congelado (de -15 a -25 °C) o refrigerado (de 2 a 6 °C). En caso de que el almacenamiento de los
productos amplificados fuera mayor a 2 semanas, debera conservarse congelado (de -15 a -25 °C) hasta
Su uso.

Los procesos se anotaran en el formato_FM0087 de Control de Amplificacion Identifiler.
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4.3. Criterios de aceptacién y rechazo

Cuando el resultado obtenido en la muestra del material de referencia no de los resultados esperados
(tipaje especificado para el SRM 2391b por el NIST segun la muestra realizada) se procedera a repetir
todo el proceso de amplificacion.

De igual manera, si en el control negativo utilizado se comprobase la presencia de contaminacion, se
procedera a repetir el proceso de amplificacion utilizando nuevos reactivos.

5.- Formatos:

| Cddigo |IDenominacion |
| FM0087 ||Control de Amplificacién Identifiler |

6.- Referencias:

7.- Anexos:

8.- Historial de modificaciones:

N° revision Descripcién de la modificacion Fecha modif.
IN® Revision |[Descripcion de la modificacion |[Fecha modif. |
| 00 ||[Edicion inicial | 22/12/2006 |
| 01 ||Modificar tecnicismos || 26/06/2007 |
| 02 ||ARadir informacion técnica || 14/03/2008 |
03 Se especifica el procedimiento a seguir para generar la solucién || 20/05/2008

a partir de los diferentes componentes del kit Identifiler cuando
se trabaja con varias muestras.

04 Se cambia en el apartado 4.2 el control positivo por el material 07/07/2008
de referencia como control de calidad. Se incluye el apartado
4.3. Criterios de aceptacion y rechazo.

05 En apartado 4.1.3 Equipamiento modificar GF033 6 GF034 por 14/04/2009
GF034 6 GF072.
06 Adaptar el procedimiento a la nueva estructura del 23/02/2010

Departamento de Interior creada por el Decreto 471/2009, de 28
de agosto, sobre estructura organica y funcional del
Departamento de Interior.

07 Incluir la preparacién automatizada con el robot Tecan Evo, se 29/06/2010
cambia el indice

08 Adaptar el procedimiento a la nueva estructura del 04/10/2011
Departamento de Interior creada por orden de 17 de junio de
2011 sobre estructura organica y funcional del Departamento de

Interior.
Elaborado: Jefe de la Seccion de Genética Forense Fecha: 04/10/2011
Revisado: Jefe/a de la Ertzaintza Fecha: 13/10/2011
Aprobado: Viceconsejera/Viceconsejero de Seguridad Fecha: 14/10/2011

e
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