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Fecha de Fecha de Descripcion del Cambio SCD Solicitado por
Version | Aprobacion | Revision
01 17/05/2017 | 11/09/2017 | Versién Inicial del Manual de 45- EFM
Politicas, Seccién de Bioquimica 2017
02 11/09/2017 |21/06/2018 | Se atienden indicaciones de la 77- EFM
auditoria externa del afio 2017« 2017
Revisidén y edicidén. Sustitucion.de
Manual de Politicas pon
Procedimiento.
03 21/06/2018 |13/05/2019 |Revision y edicidn 12- EFM
2018
04 13/05/2019 |17/05/2019 | Revisién y ediciéon 06- EFM
2019
05 17/05/2019 [ 01/08/2019 | Revision-y ‘edicién 10- EFM
2019
06 01/08/2019 |03/03/2020 | Revision posterior a hallazgos 17- EFM
Auditoria Interna 2019 2019
07 03/03/2020 | 18/03/2020¢Revision y edicion. Qiagility 03- EFM
2020
08 18/03/2020 | 26/02/2021+ Mejoras al uso de ArmedXpert y 05- EFM
uso de Qiagility 2020
09 26/02/2021 |23/06/2021 | Cambios analisis de células 09- ARQ
epiteliales, verificaciones y otros 2021
10 23/06/2021 | 29707/2021 | Modificaciones posteriores a 23- EFM
Auditoria Interna y correcciones 2021
varias
11 29/07/2021 |11/11/2021 | Correcciones 39- EFM
2021
12 11/11/2021 |26/01/2022 | Chequeo independiente y Uso 52- EFM
QIASymphony 2021
13 26/01/2022 |29/06/2022 | Uso Myseq Fgx y otros 01- MSC
2022
14 29/06/2022 [10/08/2022 | Revision y edicion. Mezclas de tres 12- EFM
2022
15 10/08/2022 | 17/03/2023 | Correcciones 14- ARQ
2022
16 17/03/2023 | 07/12/2023 | Revisidn y edicién. Mezclas de 16- EFM
haplotipos 2023
17 07/12/2023 |09/02/2024 | Implementacion requisitos OSAC y 29- EFM
actualizacion. 2023
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1 Objetivo:

El objetivo de este procedimiento es establecer la metodologia para el proceso de evidencia
recibida en la Seccidon de Bioquimica, asi como definir los parametros para interpretar los
resultados obtenidos en la Unidad de Genética Forense de la Seccién de Bioquimica.

2 Alcance:

Este PON se utiliza para el proceso de evidencia en la Seccién de Bioquimica y la interpretacion
de resultados en la Unidad de Genética Forense.

3 Referencias:

* Manual de usuario de QIAgility, 2013. QIAGEN

¢ Matthew J. Ludeman et al. 2018. Developmental validation'of GlobalFiler PCR
amplification kit: a 6-dye multiplex assay designed(for amplification of casework
samples. Int J of Legal Medicine.

* NYC Office of Chief Medical Examiner. Department, of Forensic Biology. STR Results
Interpretation. 2016.

¢ QIAsymphony DNA Investigator HandbeokN\QIAGEN, 2013.
* QIAsymphony SP Protocol Sheet, QIAGEN, 2019.

¢ SWGDAM Contamination Preventionsand Detection Guidelines for Forensic DNA
Laboratories, Scientific Working Group on DNA Analysis Methods. Approved 12-01-2017.

* SWGDAM Interpretation Guidelines for Autosomal STR Typing by Forensic DNA Testing
Laboratories, Scientific Working Group on DNA Analysis Methods. Approved 12-01-2017.

* SWGDAM. Addendum to/"SWGDAM Interpretation Guidelines for Autosomal STR Typing
by Forensic DNA Testing'Laboratories" to Address Next Generation Sequencing.
Aprobada 23-4-2019

* The Arkansas. State Crime Laboratory Forensic DNA Section Quality Assurance Manual,
Revision Date:103/27/2016

* QIAsymphony DNA Investigator Handbook. QIAGEN, 2013.
* QIAsymphony SP Protocol Sheet, QIAGEN, 2019.

4 Equipos y Materiales:

* Balanza Analitica o similar

¢ Computadora tipo laptop o similar.

* Cartuchos de preparacion de muestras (“sample prep cartridges”)
* Cubiertas de 8 varillas ("Rod covers”)

* Equipos de pipeteo automatico Qiagility o similar

* Equipo de extraccion automatizados Qiasymphony o similar.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestidn de Calidad
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* Formulario para registro de datos de verificacibn de micropipetas: Registro de
verificaciones intermedias de Equipos de Medicidon de Temperatura

* Formulario: Lista de Verificacion de Cumplimiento del Procedimiento: INTERPRETACION
DE PERFILES GENETICOS.

* Formulario Entrega Muestras Cuantificacion

* Formulario de Control de Reactivos Criticos

* Formulario Reporte de Contaminacion, Seccién Bioquimica

* Formulario Interpretacion de perfiles mezcla

* Formulario Lista de Verificacién de Revisidn por Pares para Casos Penales, Seccion
Bioquimica

* Formulario Lista de Verificacion de Cumplimiento de Normas{Paternidades, Seccion
Bioquimica

* Formulario: Lista de Verificacién de Cumplimiento del Progedimiento: Interpretacion de
perfiles deSecuenciacion Masiva en Paralelo (MPS)

* Micropipetas automaticas de volumen ajustable

¢ Puntas para micropipeta 10ul, 100ul, 1000ul

* Puntas conductivas nuevas (QIAgility, Nimbus o'similar)

* Pipeteador automatico Hamilton, modelo ‘Mierolab® Nimbus

¢  Kimwipes

* Rack metalico para eluidos

* Recipiente de pesado

* Recipientes de descarte

e Termdmetro calibrado

* Tubos eppendorf

5 Reactivos y Materiales de Referencia:

* Agua tipo Milli Q
¢ Buffer TOPE
* DNA Away, cat 7010 o similar

e Kit de reactivos y consumibles para extraccion de ADN por medio de equipo
automatizado QIASymphony o similar "QIASymphony DNA Investigator Kit (QIAGEN)”
(se incluyen aqui a los Cartuchos de reactivos y sus cobertores, Rack de enzimas, Tapas
perforantes, Buffer ATE, Buffer AVE, Buffer ATL, Carrier ARN, Proteinasa K) (*)

(*) Reactivos criticos. Ver el punto 7.3.3 Reactivos y suministros criticos del presente PON,
para referirse al proceso de verificacion intermedia y de prueba de nuevos lotes de reactivos.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestidn de Calidad
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6 Condiciones Ambientales:

Las condiciones ambientales no requieren ser establecidas ni monitoreadas para la ejecucion de
este procedimiento. Si un indicio particular requiere una condicion ambiental (temperatura,
iluminacién, humedad) especifica para su andlisis o almacenamiento, esta se indica en el PON
técnico especifico.

Se debe mantener un control diario de la temperatura de los congeladores y refrigeradores y la
temperatura ambiente de los cuartos que contienen las indicios o reactivos (al menos una vez
al dia) utilizando un termdémetro calibrado o un Registrador digital de temperatura calibrado,
completando los formularios: “Registros de condiciones de temperatura de un area de trabajo”
y el “Registro de condiciones de temperatura de equipos de congelacion”

7 Procedimiento:
7.1Control de Evidencia.

El Departamento de Ciencias Forenses regula la Gestién de las”solicitudes y el manejo de
indicios en el PON General Gestién de Solicitudes y Manejo de Indicios y las politicas que
regulan lo relacionado a este tépico se encuentran en £l Manual de Calidad del DCF. Este
apartado regula aspectos relacionados directa y exclusivamente a la Seccion de Bioquimica.

7.1.1 Priorizacion de casos:

7.1.1.1 Todos los casos deben de trabajarse de manera que se garantice un resultado en un
tiempo prudencial. Se trabajan conprioridad en las siguientes situaciones:

7.1.1.1.1 A solicitud de la Autoridad Judiciat.
7.1.1.1.2 A solicitud de los investigadores‘encargados del caso.
7.1.1.1.3 A solicitud de la Direccion General o de la Jefatura del DCF.

7.1.1.1.4 De acuerdo a lo estipulad6en este procedimiento conr respecto a casos identificados
con caracter urgengia, casos donde se encuentre involucrada una persona menor de
edad, casos donde &ste involucrada una persona incluida como poblacién vulnerable
(p.ej. penal jdvenib, adulto mayor, poblaciéon indigena), casos de flagrancia, y/o
casos donde“se ‘deban analizar muestras que se consideren perecederas.

7.1.1.2 En casorde“reCibirse una solicitud de prioridad, ésta se debe de adjuntar al legajo
digital del caso. Ademas, se debe enviar un correo a la Autoridad Judicial indicando
que a dicha pericia se le dara prioridad debido a la urgencia; sin embargo, el tiempo
aproximado de respuesta es de maximo dos meses a partir de este momento. Este
correo se debe adjuntar al legajo digital del caso.

7.1.2 Devolucion y rechazo de evidencia.

7.1.2.1 La La Seccién de Bioquimica no devuelve paquetes de indicios, siempre y cuando la
pericia solicitada (analisis solicitado) se encuentre dentro del alcance de la
acreditacion y/o dentro del Listado de Servicios del Departamento de Ciencias
Forenses aprobado por el Consejo Superior y por medio del Manual de Servicios
Forenses, accesibles por medio del Sistema Gestor Documental.

7.1.2.2 Si al momento de abrir los paquetes de evidencia se determina que la evidencia
recibida no puede ser procesada debido, entre otros, al estado fisico de la misma, se
debe informar a la Jefatura de Seccién sobre esto. Si la Jefatura coincide con el
analista con respecto a no procesar la evidencia, se creara un informe para el caso
sin realizar el analisis de la evidencia.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Versién 01
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7.1.2.3 Si el servicio solicitado por la Autoridad Judicial no se ofrece en la Seccion remitirse
al Manual de Calidad y al Procedimiento de Operacién Normado denominado Gestién
de Solicitudes y Manejo de Indicios.

7.1.3 Almacenamiento de informacion.

7.1.3.1 Toda la informacidn que se genere de un caso, debe ser almacenada en el SADCF
(legajo digital).

7.1.3.2 A partir de julio del afio 2016, toda la informacion del caso es almacenada en el
SADCF. Entre los afios 2013 y junio del afio 2016, la informacién del caso se
almaceno de forma digital en la unidad compartida (Z:). Todos los casos realizados
entre el afio 2009 y el 2012, se encuentran almacenados, en formato fisico, en la
bodega de documentos. Se encuentran en proceso de digitalizacion y respaldo.

7.1.3.3 Los formularios de analisis utilizados en la Seccion debén seguir lo estipulado en el
Procedimiento de Control de Registros con respectora _las casillas en blanco. Las
iniciales de los analistas pueden ser utilizadas comp firma en caso de ser requerido.

7.1.4 Destruccion de informacion fisica.

7.1.4.1 Toda la informacion fisica de un caso podra/ ser destruida después de 8 afios de
generada, lo anterior segun la Circular MN.0%77-2022 Actualizacién de la tabla de
plazos de Conservacion del Organismo, desInvestigacién Judicial, aprobada por el
Consejo Superior en sesion N.° 34-2022=del 26 de abril del 2022, Art. LI. La Boleta
de Cadena de custodia podra ser destruida después de 5 afios lo anterior segun la
Circular N.©0 77-2022.

7.1.4.2 Con respecto al periodo de_conservacion de las muestras testigo (entiéndase por
ejemplo: Indicios de material\biolégico obtenidos del sitio del suceso (aplicadores,
trozos de tela, elementos+pilosos, detritos, tejidos, colillas, etc.); muestras
recolectadas de autopsias’ e inspecciones (restos Oseos, tejidos, parches FTA,
residuos subungueales, aplicadores, etc.); Parches FTA conteniendo manchas de
sangre o saliva de réferencia de partes de procesos penales y civiles (investigacion
de paternidad)) se establece que este sera por un periodo de 10 anos. Esto segln el
oficio No. 6326-2022 aprobado en sesidn N° 48-2022 celebrada el 07 de junio del
2022.

7.1.5 Destruccion de evidencia.

7.1.5.1 La evidencia de un caso podra ser destruida después de 10 afos de haberse emitido
el dictamen pericial respectivo, lo anterior segin lo que indica el oficio de la
Direccion General del OI) 8144-21 aprobada por el Consejo Superior en sesién No
73-2021 del 26 de agosto del 2021.

7.1.6 Manejo y analisis de evidencia.

7.1.6.1 Todos los procedimientos sobre manejo y analisis de muestras de la Seccién de
Bioquimica se enfocan en minimizar la probabilidad de pérdida, contaminacion o
cambio de muestras. Los andlisis se realizan procurando obtener la mayor
informacién con el menor consumo de muestra. Cuando los analisis lo permitan, se
deberd conservar una parte de la muestra original sin procesar.

7.1.7 Identificacion de evidencia y flujo de trabajo.

7.1.7.1 Los indicios recibidos en la Seccidon de Bioquimica, a los cuales se les solicite realizar
las pericias definidas en el documento Listado de Servicios del Departamento de

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Versi6n 01
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7.1.7.2

7.1.7.2.1

7.1.7.2.1.

7.1.7.2.1.

7.1.7.2.1.

7.1.7.2.1.

7.1.7.2.1.

Ciencias Forenses (segun circular vigente aprobada por el Consejo Superior)
solicitando investigacion por fluidos bioldgicos o investigacion por ADN humano
seran consideradas evidencia. El SADCF asignara un ndmero interno para cada orden
de trabajo recibida. Un numero Unico generado por el SADCF identificara cada
embalaje(s) y objeto(s) creados, relacionado a lo largo de todo el analisis y reporte
de resultados.

Las evidencias recibidas se analizaran dependiendo del fluido bioldgico investigado y
detectado, siguiendo los procedimientos de la Seccién de Bioquimica.

Se establece una clasificacién de prioridades a la hora de determinar la presencia de
fluidos bioldgicos en los indicios que se envian a la seccion, esto en caso de que la
Autoridad Judicial solicitante no especifique en el Formulario.F83i que fluido requiere
que se determine en el o los indicios, que no sea posible™comunicarse con la
Autoridad Judicial para que especifique que fluido o fluidosidesea determinar o que
no haya respuesta por parte de la Autoridad Judicial ‘edando se le solicite una
aclaracion al respecto.

1 Para esto se tomara en cuenta el asunto éstablécido en la F83i del caso (ver
Cuadro I)

1.1Para casos no relacionados a delitosdsexuales (Hurto, Robo, Asaltos, Lesiones,
Homicidios, etc): la prioridad sera 4a determinacién de la presencia de sangre
humana. Si este analisis es negativo»se procede a analizar la muestra por la
presencia de amilasa.

1.1.1 Si en primera instancia(se encuentra la presencia de sangre humana NO se
realizard la determinacién’de amilasa salival debido a posibles reacciones
cruzadas con la (prueba de amilasa que pueden llevar a resultados
incorrectos.

1.1.2 Para casos relacienados a Delitos Sexuales (Violacién, Relaciones sexuales
con menores, Abusos Sexuales, Proxenetismo, etc): la prioridad sera la
determimacion de la presencia de semen humano y/o fluido seminal. Si este
analisis\nés negativo se procede a analizar la muestra por la presencia de
amilasa

1.1.2.1 Si en primera instancia se encuentra la presencia de semen o fluido
séminal NO se realizara la determinacién de amilasa salival debido a posibles
reacciones cruzadas con la prueba de amilasa que pueden llevar a resultados
incorrectos.

7.1.8 Almacenamiento de evidencia.

7.1.8.1

Una vez que los analisis hayan concluido, el analista encargado (perito) del caso y/o
el personal asignado seran los responsables de cerrar, lacrar y entregar fisicamente
el o los indicios del caso al encargado de la bodega de indicios, para su debido
almacenamiento, realizando el traslado digital y cambio de ubicacién en el SADCF.

7.2Seleccion de muestras.

7.2.1 Antes de trabajar un caso y con el fin de mantener la eficiencia en el laboratorio, se
deberd realizar una evaluacidon que permita determinar la cantidad y calidad de la
evidencia recibida y que sera inicialmente analizada. Se debe hacer énfasis en los
indicios de alto valor probatorio presentes en el caso. De requerirse, los indicios que no
se consideren de alto valor probatorio podrian no ser analizados y/o analizados en otro

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Versién 01
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7.2.2

momento (de ser requerido por la Autoridad Judicial o de acuerdo a los resultados
iniciales con las muestras de alto valor probatorio y/o como evolucione el caso). Se
deben tomar decisiones tomando en cuenta la marcha analitica que se debe aplicar para
obtener la mayor cantidad de informacion posible de la evidencia. Es util y se
recomienda las consultas con otros peritos o al Lider Técnico del laboratorio.

Los casos deben ser evaluados con el fin de:

7.2.2.1 Eliminar la perdida potencial de informacién.

7.2.2.2 Maximizar la informacion realmente importante que se obtiene de la evidencia.

7.2.2.3 Determinar si con la evidencia que se recibié y con los recursos del laboratorio, es

7.2.3

7.2.4

posible realizar los analisis que se solicitan.

Los peritos del laboratorio definen de acuerdo al resupten {de los hechos, a las
evidencias que se recolectaron en la escena y a los resultades obtenidos en las pruebas
preliminares en cudles indicios se tiene mayor posibilidad de obtener perfiles de ADN.
Ademas, se considerara el valor probatorio de la evidencia que se recibe y la calidad y
cantidad de la misma. De esta manera se agilizafelprocesamiento de muestras y se
determina cuales muestras podrian tener mayor probabilidad de éxito.

La seleccién de los indicios que se analizardn para cada caso debe tomar en cuenta
factores como:

7.2.4.1 Tipo de caso: Tomar en cuenta elsvalar probatorio. En casos de abuso sexual por

ejemplo, la primera evidencia que, se/debe trabajar son los aplicadores levantados
del cuerpo de la victima (vaginales, anales etc). Evidencia adicional como ropa o
sabanas seran analizadas desputés, dependiendo de los resultados iniciales que se
obtengan y del nimero defimputados que participan en el hecho.

7.2.4.2 La evidencia recolectadas

7.2.4.3 El numero de victimas, sospechosos y otros factores.

7.2.5

Dentro de la seleceion, de muestras a analizar, no se incluyen las referencias de casos
completos.

7.2.5.1 Se deben ‘aplicar criterios de seleccion para muestras de referencia cuando se

trabajen casos con muestras de restos Oseos identificados, parches de morgue y
partes de=casos con resultados de analisis negativos.

7.2.5.2 Considerar que todos los imputados mayores de edad se debe de trabajar, con el fin

7.2.6

de incluir en CODIS

Para poder realizar un analisis completo de ADN vy llegar a una conclusion, se debe
contar, preferiblemente, con todas las muestras conocidas o de referencia apropiadas
(victima, sospechoso, muestras de referencia de relaciones consentidas de la victima en
casos de abuso sexual, posibles relaciones filiales en casos de identificacion utilizando
muestras de restos éseos, etc). (Ver cuadro I).

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
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Cuadro I: Matriz de toma de decision de analisis, Seccion de Bioquimica.

oo Confirmacion de
Tipo de Asunto . . Analisis . -
No. P Asuntos secundarios | Que se reguiere? . Escrutinio positivos (Prueba de
caso principal preliminares ADN)
Determinar presencia|-Ceterminaddn
de fludos bioldgiccs Dlie sangre. A las ruestras con
R - & céluls eptelisles, |"DetErMINadan resultados preliminares
N Rutina / H-I::H: " mrtodslrrg:li::wrtci Estudic de delgmllasla =2 | Sangre-Armilasa-ADN positives, sdo se les
Urgentes LEiorEI:E:zt: agavada, S e adores FEE;:DSSDE?-I En traza reslizara el andisis de ADN
" genéticos- Todmes si 5= cuenta con muastra
camparacion de | qienta con las de corparacion
perfiles gensticos. partes
Robo agravado y con  (Deterrrirar presencia
fuerza sobre las cosas. E'E F,"-"i'i b‘?"’?"cﬁ
Desapariciones & célulzs eptelizles, |-Determinadén A las rruestras con
2 Rutina / Horricid i Estudio de de sangre. | Safgre-Amilesa-ADN | resultados preliminares
rgentes mcidcs Homicidio simple, mercadores -Determinadén traz='Saren pesitives, se les realizarad
Homidicio calificado, genéticas- de amilasa el andlisis de ADN
Homidicio culposo corparscion de
perfiles gendtic os.
En los casos donde &l
e e sDetegminadan imputado s desconocida
Igacion Violacian de semen ] se regdizard u_zl Eq;nhsts de
I:EJIﬁEEIdda ViD|EEIDI'I -Determinadan | SemerrAmilas=-ADN | ADN en los indicios con
agravada, Relaciones de sangre. traze-Sangre prushas presuntivas
seamles con menores de | Deterrmings,presencia|-Oeterminadén pesitivas y si se cuertacan
, Fdaciones sexsles | de flu jologic os e amilasa i
edad, Rd == | de flides\Giolog d il la rruestra de corparacion
remuneradss con menores | 6 célul=septelizles, de |a victime.
z Rutina / 5o | de edad, Abusos sexudes Estudic de
Urgentes 05 SEEIES | L ontra DErSONSS MEYOres e adores
de edad, Abusos seudes geneticos- No se reslizs, Enlosc an donde &l
contra personas menores (wetrmparacion de |solamente en L
de edad e incagaces: pefiles genéticos. CaE0S an . .
Proanatisre, donde se Serrer Armilasa- ADN s redizaran IETS
h : preliminares ri el andlisis d=
Proseenstismo agravado, cuenta con traz=-Sangre 0N hast : I
Trata f&pestna=s muestras de 2que igres=a
- rruesta de cormrparacion del
COTparacion - oy e b victi
de las part = imputado y = victime.
Estudio de
) . Formicidio sirple, Homicidio mercadores Se rezlizard d arglisis de
/ rrient i e : e :
4 &LS;H_:E ;::thxc; o N cdificade, Homicidio genéticos- Perfil Gergtico No Aplica ADH a todos los restos
cupaso carparacion de Gseos recibidos.
perfiles genéticos.
Estudio de
Rutina /! | Irvestiosciones Investigaciones e adores Se reglizard d arglisis de
5 Uraztes | de PEth'I'IidEd Impugreciones de genetic os- Perfil Gengtico No Aplica ADM a todos los casos
g Paernidad Ovil y Peral camparacion de recibides.
perfiles gensticos.

Nota 1: Con relaciéon a los puntos 1 y 3 (muestras para estudios por saliva y semen con
imputado conocido respectivamente), debido a la naturaleza de la muestra y para evitar que se
agote innecesariamente no se realizaran las pruebas presuntivas hasta no contar con las
muestras de referencias de las partes involucradas. En estos casos se deberda remitir un
Informe Pericial a la Autoridad Judicial respectiva.

7.2.7 La Unidad de genética forense cuenta con diagramas de flujo de trabajo y toma de
decisiones (Ver Diagramas de Flujo y toma de decisiones: Restos Oseos, Casos de
Paternidad, Investigacion por Semen e Investigacién por Sangre y Saliva).
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7.2.8 Al determinar la estrategia de la seleccion de muestras, a las cuales se les realizaran los
distintos analisis de pruebas presuntivas o extraccion de ADN se deben tener en cuenta
los siguientes factores:

7.2.8.1 Informacién disponible sobre antecedentes o historia de los hechos.
7.2.8.2 Priorizacion del (los) interrogante(s) por responder.

7.2.8.3 Planteamiento de hipdtesis relevantes y su perfeccionamiento mediante Ia
investigacién del lugar de los hechos.

7.2.8.4 Tipo de examen o ensayo forense pertinente.

7.2.8.5 Todas las consideraciones especiales que se deben tener en cuenta como el clima, la
salud y la seguridad personal, la ubicacion del elemento probatorio, la posibilidad de
contaminacion, la posibilidad de que se adultere la evidencia, la interferencia con
otros elementos probatorios, la falta de homogeneidad de la/muestra, etc.

7.2.8.6 La posibilidad de consultar con los peritos o el personaldrelevante.

7.2.8.7 La necesidad de adoptar una estrategia interinstituCional para garantizar que se
tomen las muestras correctas.

7.2.8.8 Requisitos juridicos.

7.2.8.9 Politicas de la organizacién.

7.2.9 Seleccion de muestras grupo de sangres/saliva:
7.2.9.1 Seleccion de muestras por sangre.

7.2.9.1.1 Se debe realizar la prueba=presuntiva por Kastle Meyer (KM) a todos los indicios
recibidos en la Seccién,de Bioquimica en donde se solicite determinacién de la
presencia de sangre: aplicadores, detritos, papeles, telas y otros.

7.2.9.1.1.1 Como excepcion, no se realiza este analisis: a las muestras recolectadas
mediante cam(pérro policia especializado) que ingresen con la prueba de KM
previamente Jefectuada, a muestras escasas o a muestras que cumplan con las
excepcienesiestipuladas en el procedimiento de realizacion de la prueba Kastle
Mayer.

7.2.9.1.2 De las ‘muestras positivas por KM, se deben seleccionar los indicios con mayor
probabilidad de éxito de amplificacion (se puede tomar en cuenta por ejemplo que
las muestras tengan color rojo como indicativo de sangre, estén libres de tierra o
herrumbre, entre otros) para realizar la prueba de Especie Humana (SP).

7.2.9.1.2.1 Cuando la autoridad judicial solicite el analisis de todos los indicios, se debe
realizar la prueba de especie a todas las muestras; en estos casos no es
necesario efectuar la prueba de Kastle Meyer (ver nota 1 del Procedimiento para
la Determinacion de Especie Humana).

7.2.9.1.3 Delitos diferentes a homicidios y desapariciones (independientemente de si los
indicios provienen de una Autoridad Judicial o de la Seccion de Biologia), en los
cuales no se cuente con las muestras de referencia de las partes involucradas, se
deberan finalizar mediante un Informe Pericial solicitando a las partes (ver Cuadro

).

7.2.9.1.4 Se seleccionaran para extraccion de ADN los indicios con mayor valor probatorio
para el caso, de acuerdo con el resumen de los hechos descrito en la Solicitud de

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Versién 01

Emitido y Aprobado por Unidad de Gestidn de Calidad




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 19 PAGINA: 12 de 187

GESTION DE CASOS E INTERPRETACION DE P-DCF-ECT-BQM-52
RESULTADOS, UNIDAD DE GENETICA FORENSE,
SECCION DE BIOQUiIMICA

Dictamen Pericial tomando en cuenta el sitio del suceso, la cantidad de personas
involucradas o heridas.

Se priorizaran objetos y/o prendas que potencialmente vinculen al imputado con la escena del
crimen (diferentes tipos de armas) y a la victima con el imputado (muestras levantadas del
cuerpo del imputado o sus ropas). Esta seleccion de muestras se realizard considerando todas
las d6rdenes de trabajo que ingresen bajo un mismo ndmero Unico, de manera que se
seleccionen las muestras tomando en cuenta la totalidad de indicios recibidos aun si se tienen
distintas Ordenes de Trabajo (OTs).

7.2.9.1.5 En casos de homicidios culposos ocurridos durante accidentes de transito y para los
cuales se disponga de informacién correspondiente al sitio de recoleccion, se deben
trabajar idealmente dos muestras: una levantada del interior del vehiculo y otra del
exterior, la cantidad de muestras puede variar segun_el/sAtmero de personas
involucradas.

7.2.9.1.6 Si no se dispone de suficiente informacioén en el resumen=de los hechos, se realizara
una seleccion aleatoria de maximo dos muestras ‘a ser analizadas y se preservaran
adecuadamente el resto de indicios.

7.2.9.1.6.1 En caso de que la solicitud indique qde/s€é“requiere el analisis de todos los
indicios, se debe realizar la extracciondde todas las muestras positivas por sangre
humana.

7.2.9.1.7 Si se trata de homicidios o desapariciones de una sola persona ofendida herida(o) y
los indicios se recolectan del sitio'de suceso, no se trabajara ninguna muestra y se
emitird un informe de valor pr@batorio. Se trabajaran, sin embargo, aquellos casos
en los que la autoridad judicial justifique el valor de la prueba.

7.2.9.1.8 Para casos can positivos, (deteccion presuntiva de sangre por medio del uso de la
policia canina) se seleecionaran para realizar la prueba de especie, las muestras con
mayor probabilidad de éxito de obtencion de ADN. Se analizardn por marcadores
genéticos al menos?>2 muestras de sitios diferentes, segin valor probatorio y
dependiendo delntimero de ofendidos e imputados.

7.2.9.1.8.1 A todasrlas ‘muestras referidas a la seccion que tengan resultados positivos de
especieshumana no realizados dentro de los laboratorios del Departamento de
Ciencias) Forenses y que se seleccionen para amplificacion de marcadores
genéticos, se les confirmara la prueba de especie, este resultado se incluye en el
dictamen pericial.

7.2.9.1.9 Para la seleccién de muestras de los indicios que ingresen sangre humana positivo
de la Seccidén de Biologia, se puede tomar en cuenta las fotografias de los indicios;
esto con la finalidad de valorar la ubicacidon y otras caracteristicas de las manchas.
Ademads, se deberan seleccionar de ultima opcion prendas como ropa interior,
calcetines, fajas, cordones y zapatos.

7.2.9.1.10 Para la amplificacion de marcadores genéticos se procedera segun el resultado de
la cuantificacién como se indica a continuacion:

7.2.9.1.10.1 Si la cantidad de ADN obtenida es igual o mayor a 0,15ng totales de ADN
(0,01ng/uL) se continia con el proceso de amplificacibn de marcadores
genéticos.

7.2.9.1.10.2 Si la cantidad de ADN obtenida esta entre 0,15ng (0,01ng/uL) y 0,015ng
(0,001ng/uL) se reporta como cantidad insuficiente de ADN.
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7.2.9.1.10.3 Si la cantidad de ADN obtenida es menor a 0,015ng (0,001ng/uL) se reporta que
no se detecta ADN de origen humano.

7.2.9.2 Seleccion de muestras por saliva.

7.2.9.2.1 Del total de muestras (aplicadores, pajillas, envoltorios, envases, colillas y otros) en
las cuales se solicita la determinacion de saliva, se seleccionaran el 50% para
realizar la prueba de amilasa humana.

7.2.9.2.1.1 Se seleccionaran los indicios con mayor valor probatorio para el caso, de acuerdo
con el resumen de los hechos descrito en la Solicitud de Dictamen Pericial
(considerar sitio del suceso, cantidad de personas involucradas, diferentes
marcas de los indicios y ubicacién de los mismos).

7.2.9.2.1.2 Esta seleccién de muestras se realizard considerando ‘el nimero Unico de la
causa, independientemente del numero de dérdenes de‘trabajo recibidas. Las
muestras no analizadas se preservaran debidamente, y\se indicara en el dictamen
que, si la autoridad judicial lo requiere, puede‘enviar un nuevo formulario
solicitando su andlisis.

7.2.9.2.2 Independientemente de los resultados obtepidos_en la prueba de amilasa humana,
se realizara extraccidon y cuantificacion de ADN.

7.2.9.2.3 Los siguientes indicios no requieren de la prueba amilasa: cepillos de dientes, gomas
de mascar, pasamontafias, mascarillas;=pafiuelos a “manera de pasamontanas” y
muestras levantadas de cascos. Por Ioytanto, cuando se seleccionan para analisis, se
les realiza la extraccion de ADNyssinsnecesidad de confirmar el fluido bioldgico.

7.2.9.2.4 De los indicios Phadebas positivo que ingresen de la Seccidon de Biologia, se
seleccionaran para la prueba de amilasa, aquellas muestras que se hayan reportado
con mayor cantidad de cruces:

7.2.9.2.4.1 Cuando corresponday, se analizara una muestra por indicio, los indicios se
seleccionaran, segém valor probatorio y dependiendo del nimero de personas
ofendidas y/o, personas imputadas.

7.2.9.2.4.2 Se le dardprioridad a la seleccion de los indicios positivos por sangre o semen,
ya que por el tipo de delitos trabajados, estos aportan mayor valor probatorio.

7.2.9.2.5 Las muestras amilasa positiva, que ingresen de la Seccién de Biologia se
seleccionaran para extraccién de ADN de acuerdo con lo indicado en el punto
7.2.9.2.1. Ademas se debe de tener presente lo indicado en el punto anterior, ya que
de igual manera se debe de priorizar los indicios positivos por sangre o semen
humano.

7.2.9.2.6 Si no se dispone de suficiente informacion en el resumen de los hechos, se hara una
seleccidon aleatoria, de maximo dos muestras y se preservaran adecuadamente el
resto de indicios. Por otra parte, si la solicitud indica el analisis de todos los indicios,
se debe realizar la extraccion de ADN de todas las muestras.

7.2.9.2.7 Delitos diferentes a homicidios y desapariciones, en los cuales no se cuente con las
muestras de referencia de las partes involucradas, se deberan finalizar mediante un
Informe Pericial solicitando a las partes (ver Cuadro I).

7.2.9.2.8 Para la amplificacion de marcadores genéticos, se procedera segun el resultado de la
cuantificacion de ADN como se indica en el punto 7.2.9.1.10.
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7.2.9.2.9 Si el indicio que se solicita analizar por la presencia de amilasa salival esta positivo
por sangre o semen (prioritarios), no se realizard el montaje de la prueba de
determinacion de amilasa, esto por la posibilidad ya documentada de que se
presente una reaccion cruzada o resultado positivo falso y por tanto se reporte un
resultado incorrecto, lo anterior de acuerdo a la literatura cientifica actualizada.

Nota 2: Tomar en cuenta que en caso de realizar un montaje de muestras con cantidades de
ADN menores a 0,125ng se debera utilizar el Umbral Estocastico definido para cada kit de
amplificacion especificada en el Informe de Validacién respectivo.

7.2.10 Seleccion de muestras grupo de semen:

7.2.10.1 Estudio por semen cuando se trata de una ofendida:

7.2.10.1.1 Los casos de delitos sexuales, en donde el imputado_es/Conocido, pero no se
cuenta con las muestras de referencia de las parte§ involucradas, se deberan
finalizar mediante un Informe Pericial solicitando a a las.partes.

7.2.10.1.2 Los casos de delitos sexuales, en donde el imputado es desconocido y no se
cuentan con muestras de la ofendida/ofendidg, sevdeberan finalizar mediante un
Informe Pericial solicitando a la ofendida/ofendido.

7.2.10.1.3 Se analizan todos los hisopados de sitiés anatomicos que ingresen a la Seccion.

7.2.10.1.3.1 Los hisopados orales no se analizardn'y se deberd informar a la Autoridad
Judicial que debido a la naturalezaxnde la muestra la probabilidad de obtener un
perfil genético exdgeno es baja y que en caso de requerir que esta muestra sea
analizada se deberd enviar Unanueva solicitud.

7.2.10.1.3.1.1 Se analizaran leswaplicadores orales, como excepciones, cuando sean
indicio Unico, si se declara/que hubo eyaculaciéon en la cavidad oral o a solicitud
especifica de la Auteridad Judicial.

7.2.10.1.4 Las ropas recibidas de la Secciéon de Biologia no se analizan cuando a partir de
los hisopados, previamente:

7.2.10.1.4.1 Se obtiene‘un perfil genético Unico de origen masculino.
7.2.10.1.4.2 Hay una mezcla con dos contribuyentes bien definidos (ofendida/imputado).

7.2.10.1.4.3 Hay“una mezcla con dos contribuyentes (ofendida/imputado) en donde el perfil
de la ofendida se obtiene parcial y minoritaria (menos de 8 marcadores) y el
perfil mayoritario es un masculino.

Nota 3: para los puntos 7.2.10.1.3.1 y 7.2.10.1.4 se asume que se trata de un soélo agresor
involucrado. No es necesario que se cumplan ambos puntos.

7.2.10.1.5 Las ropas recibidas de la Seccion de Biologia, se deben de trabajar en conjunto
con los hisopados, cuando la ofendida indique que en el hecho participa mas de un
imputado.

7.2.10.1.6 Las ropas recibidas de la Seccién de Biologia se deben de trabajar cuando a partir
de los hisopados, previamente:

7.2.10.1.6.1 No se obtiene amplificacidon de un perfil genético masculino.
7.2.10.1.6.2 Solo se amplificé un Haplotipo de Cromosoma Y.
7.2.10.1.6.3 Se conoce que en el hecho estan involucrados mas de un agresor.
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7.2.10.1.6.4 Cuando en los hisopados se obtengan mezclas de al menos 3 individuos,
independientemente de si se logra deconvolucionar un perfil mayoritario del perfil
genético obtenido.

7.2.10.1.6.5 La ofendida indica que tuvo relaciones sexuales consentidas 72 horas antes o
después del delito.

7.2.10.1.6.5.1 Cuando se cuente con esta informacion, tome esto en cuenta al momento
de la interpretacion de los perfiles genéticos, ya que el perfil genético de la
persona con quien se tuvo la relacién consentida podria aparecer en el perfil
genetico obtenido del indicio.

7.2.10.1.6.6 Las ropas recibidas de la Seccion de Biologia se deben,de trabajar en conjunto
con las muestras de sitios anatémicos, cuando se récibe o se toma muestra de
comparacion del imputado (s), y anteriormente solo™se habian emitido informes
por parte de la Seccién.

7.2.10.1.6.7 En el caso de que se tenga una persona efendida fallecida y que los analisis de
los hisopados de cavidades den resultadovhegativo por semen.

Nota 4: para los casos del punto 7.2.10.1.6.5 es=deéseable contar con la muestra de la persona
masculina con que la persona ofendida tuvo relaciones consentidas, esto con fines de descarte.

Nota 5: Para los casos de delitos sexuales, el donde el imputado sea desconocido; se deberan
analizar exclusivamente los hisopados-referidos. Se debera emitir un Dictamen Pericial con los
resultados obtenidos (positivos o negativos) indicando, de ser necesario, a la Autoridad Judicial,
que el laboratorio cuenta con otres.indicios que podrian ser analizados (por ejemplo, muestras
recibidas de la Seccion de Biologia‘y/o hisopados por saliva), los cuales seran almacenadas sin
analizar y que en el posible case.de que se requiera su analisis, se debera enviar una nueva
solicitud de dictamen periciahal,laboratorio.

7.2.10.1.7 La seleccion de muestras recibidas de la Seccion de Biologia se realiza de
la siguiente-forma:

7.2.10.1.7.1 Valorar’el nimero de muestras a analizar de acuerdo a la cantidad de evidencias
recibidas: si solo se recibe una evidencia (ej calzén) se debe de seleccionar la
muestra que presente resultado de Brentamina Positivo; de manera optativa y de
acuerdo a la informacion aportada sobre el caso, se puede seleccionar una
segunda muestra sobre la misma evidencia.

7.2.10.1.7.2 En casos con dos (2) o mas evidencias, se deben de analizar, al menos una
muestra, con resultado de Brentamina o alguna prueba confirmatoria de semen
positiva, por cada evidencia (considere aumentar el nimero de muestras a
analizar segun el niumero de sospechosos involucrados en el hecho delictivo),
hasta un maximo de cinco (5) muestras a analizar.

7.2.10.1.7.3 La prioridad debera ser el calzon y protector (o toalla sanitaria), por lo que se
debe trabajar, como minimo, una (1) muestra de estas prendas (siempre que se
cuente con esto).
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7.2.10.1.7.4 La tercera muestra y subsiguiente (cuando corresponda), van a depender de la
historia (ej: ofendida indica una prenda especifica donde el agresor eyaculd o se
limpid), tipo de indicio y resultado de Brentamina.

7.2.10.1.7.5 Ropas de cama (sabana, fundas, etc) no se trabajan cuando indiquen que fueron
levantadas de la casa del imputado, se reportan con informe de valor probatorio.

7.2.10.1.7.6 Se priorizara las muestras que se reporten como Brentamina Positiva, sobre las
gue se reportan como Positivo débil, o que cuenten con resultados de CT o p30
positivos.

7.2.10.1.7.7 Se analizara un maximo de cinco (5) muestras por caso (independiente de la
prenda y del nimero de evidencias recibidas). Como excepciones, se pueden
analizar un mayor nimero de muestras en los casos dewviolacion multiple o a
solicitud especifica de la Autoridad Judicial.

7.2.10.1.7.8 Las ropas del imputado con resultados Brentaminapositivo no se trabajaran, se
reportan con informe de valor probatorio.

7.2.10.2 Estudio por semen si se trata de un ofendido:

7.2.10.2.1 Finalizar como informe pericial los casos’que Correspondan aplicando lo indicado
en los puntos 7.2.10.1.1y 7.2.10.1.2

7.2.10.2.2 Se analizan todos los hisopados de_sitios anatémicos que ingresan a la Seccion.

7.2.10.2.2.1 Los hisopados orales y los aplicadores balanoprepuciales no se analizaran y se
debera informar a la Autoridad ‘Judicial que debido a la naturaleza de la muestra
la probabilidad de obtener un perfil genético exdgeno es baja y que en caso de
requerir que esta muestra\sea analizada se debera enviar una nueva solicitud.

7.2.10.2.2.1.1 A los hisopados “arales con resultados negativos por semen, no se les
debera realizar extraccién de ADN ni andlisis por marcadores genéticos, dada la
alta probabilidad-de obtener el perfil genético del ofendido (valor probatorio).

7.2.10.2.3 Las ropas recibidas de la Seccidon de Biologia, se deberan de trabajar en conjunto
con los hisopades, cuando el ofendido indique que en el hecho participa mas de un
imputado.

7.2.10.2.4 Las ropas recibidas de la Seccién de Biologia no se analizan cuando a partir de
los hisopados, previamente:

7.2.10.2.4.1 Se obtiene un perfil genético Unico (que excluya al ofendido).
7.2.10.2.4.2 Hay una mezcla con dos contribuyentes definidos.

7.2.10.2.4.3 Hay una mezcla con dos contribuyentes (ofendido/imputado) en donde el perfil
del ofendido se obtiene parcial y minoritario (menos de 8 marcadores) y el perfil
mayoritario es un masculino diferente.

Nota 6: para los puntos 7.2.10.2.4.1 y 7.2.10.2.4.2 se asume que se trata de un sélo agresor
involucrado.

7.2.10.2.5 Las ropas recibidas de la Seccion de Biologia se deben de trabajar cuando a partir
de los hisopados, previamente:

7.2.10.2.5.1 No amplifica un perfil genético.
7.2.10.2.5.2 El perfil genético obtenido corresponde con el ofendido.
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7.2.10.2.5.3 Se conoce que en el hecho estan involucrados mas de un agresor.

7.2.10.2.5.4 Cuando en los hisopados se obtengan mezclas de al menos 3 individuos,
independientemente de si se logra deconvolucionar un perfil mayoritario del perfil
genético obtenido.

7.2.10.2.6 La selecciéon de muestras recibidas de la Secciéon de Biologia se realiza de
la siguiente forma:

7.2.10.2.6.1 Valorar el numero de muestras a analizar de acuerdo a la cantidad de evidencias
recibidas: si solo se recibe una evidencia (ejemplo calzoncillo) se debe de
seleccionar la muestra que presente resultado Brentamina Positivo, ademas se
debe de considerar la ubicacidon de las muestras por medio de la fotografia de
BIO; de manera optativa y de acuerdo a la informaciéntaportada sobre el caso,
se puede seleccionar una segunda muestra sobre la misma evidencia.

7.2.10.2.6.2 En casos con dos (2) o mas evidencias, se deben_de analizar, al menos una
muestra, con resultado de Brentamina o alguna prtieba confirmatoria de semen
positiva, por cada evidencia (considere aumeéentar el nimero de muestras a
analizar segun el numero de sospechososiinvolucrados en el hecho delictivo),
hasta un maximo de cinco (5) muestras.a analizar.

7.2.10.2.6.3 La prioridad debera ser el calzoncillo] ‘por o que se debe trabajar como minimo
una (1) muestra de calzoncillo (siempre que se cuente con este). Se deben ver
fotos y trabajar muestras de la pacte posterior del calzoncillo, de ser posible.

7.2.10.2.6.4 La segunda muestra y subsiguientes va a depender de la historia (ej: ofendido
indica una prenda especifica,donde el agresor eyaculd o se limpid), tipo de indicio
y resultado de Brentamina.

7.2.10.2.6.5 Ropas de cama (sabanaj-fiindas, etc.) no se trabajan cuando indiquen que fueron
levantados de casa del"imputado, se reportan con informe valor probatorio.

7.2.10.2.6.6 Se priorizara las muestras que se reporten como Brentamina Positiva, sobre las
que se reportan ‘como Positivo débil, o que cuenten con resultados de CT o p30
positivos.

7.2.10.2.6.7 Se analizarda un maximo de cinco (5) muestras por caso (independiente de la
prenda & del nimero de evidencias recibidas). Como excepciones, se pueden
analizaf un mayor nimero de muestras en los casos de violacion multiple o a
solicitud especifica de la Autoridad Judicial.

7.2.10.2.6.8 Las ropas del imputado con resultados mapeo positivo no se trabajaran y se
reportan con informe valor probatorio.

7.2.10.3 Estudio por semen en casos con perfil genético obtenido a partir de
muestras con saliva:

7.2.10.3.1 Cuando se obtiene un perfil genético obtenido de hisopados positivos por semen,
NO se deben de analizar las muestras de sitios anatdémicos recolectados del cuerpo
de la victima (ejemplo hisopados de mama, cuello, entre otros).

7.2.10.3.2 Para los casos donde la victima indique que participé mas de un agresor y solo se
obtuvo un perfil genético masculino en las muestras analizadas por semen, si se
debe de realizar el estudio por saliva a las muestras de sitios anatémicos.
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7.2.10.3.3 Cuando se cuenta con un perfil genético obtenido a partir de hisopados positivos
por semen (ejemplo hisopados vaginales, anales, entre otros) y se reciben ropas de
la Seccion de Biologia Forense positivas por alguna prueba presuntiva o
confirmatoria por saliva, se debera enviar un Informe Pericial a la Autoridad Judicial
realizando la consulta de la necesidad de requerir el analisis de estos indicios.

7.2.10.3.4 En caso de que la Autoridad Judicial solicite el analisis de los indicios proceder
como se indica en puntos 7.2.10.1 y 7.2.10.2 dependiendo del sexo de
ofendido/ofendida.

Nota 7: Los preservativos se deben analizar tanto la region interna como la regidon externa y
se deben realizar estudios por semen y estudios por células epiteliales. Hisopados recolectados
del imputado (ejemplo glande o cuerpo del pene) se deben realizar estudios por células
epiteliales.

7.2.10.4 Estudio por semen en Robos, asaltos y otros delitos.siendo tnico indicio:

7.2.10.4.1 En otros delitos diferentes a delitos sexuales y en Igs cuales no exista otro fluido
bioldgico (sangre o saliva), se debe de seleccionar’deruna a dos (1-2) muestras en
total. Esta seleccidn se lleva a cabo segun resultado de Brentamina.

7.2.10.4.2 En este tipo de delito cuando no se cuentecon las muestras de referencia de las
partes involucradas, se deberan finalizar mediante un Informe Pericial solicitando a
las partes.

7.2.10.5 Estudio por marcadores genéticos ‘grupo semen: A las muestras que fueron
seleccionadas segun los criteries descritos en los puntos anteriores se les realiza
extraccion y se procede de la siguiente manera de acuerdo al resultado de la
cuantificacion:

7.2.10.5.1 Si la cantidad de ADN, obtenida es igual o mayor a 0,125ng se continua con el
proceso de amplificacion,_de’ marcadores genéticos

7.2.10.5.2 Si la cantidad de’ADN obtenida es menor a 0,125ng se reporta como cantidad
insuficiente de ADN, para obtener un perfil genético.

7.2.10.5.2.1 En casorde realizar un montaje de muestras con cantidades de ADN menores a
0,125ng, se deberd utilizar el Umbral Estocastico definido para cada kit de
amplificacion especificada en el Informe de Validacién respectivo.

7.2.10.5.2.2 Tomar en cuenta que si no es posible realizar un montaje de amplificacién para la
obtencién de marcadores autosémicos por baja cuantifiacion, se puede realizar
un montaje de amplifiacion para obtener el haplotipo de Cromosoma Y con
cuantificaciones de ADN masculino por encima de 0.0040ng/uL en montaje con
reaccion completa en un volumen de 10uL de muestra. Ver todo lo relacionado a
montaje de Cromosoma Y a partir del punto 7.3.19 del presente PON.

7.2.10.5.3 A las muestras analizadas a las cuales se les realice “extraccion diferencial” (ver
Procedimiento para la extraccidon diferencial y no diferencial de ADN a partir de
manchas de semen) se deberd amplificar a la fraccidn epitelial por marcadores de
tipo autosémicos, donde usualmente se obtiene un perfil mixto, con el fin de que los
perfiles sean comparados con el perfil de referencia de la persona ofendida y de esta
forma corroborar la identidad de la muestra.

7.2.10.5.3.1 Dado que este montaje no tiene interés probatorio, en el caso en que se obtenga
un perfil genético mezcla, no se deberd realizar la segunda lectura de perfiles
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genéticos mezclas, Unicamente se debera cotejar contra el perfil de referencia de
la persona ofendida y se deberd documentar por medio de una anotacién en el
formulario de marcadores genéticos.

7.2.10.5.3.2 Se debe, ademas, de hacer referencia a si los otros alelos de la mezcla
corresponden a alelos de la fraccién espermatica y se deberd documentar por
medio de una anotacion en el formulario de marcadores genéticos.

7.2.10.5.3.3 En caso de que al realizar la comparacion establecida en 7.2.10.5.3.2 se
determine que en la mezcla hay otro componente genético distinto de la ofendida
o de la fraccion espermatica, se debe se hacer una segunda lectura de mezcla y
reportar el perfil genético en el dictamen.

7.2.10.5.3.4 Dejando de lado el verificar si la muestra corresponde afla,ofendida, es de suma
importancia corroborar que se logra separar exitosamente a los dos productos de
la extraccion (fracciones espermatica y fraccién epitelial),

7.2.10.5.3.4.1 Existe la posibilidad de que, si los espermatozoides estan labiles, parte de
estos 0 una gran mayoria se rompan en=Ja, primera lisis del proceso de
extraccidn, por lo que existe la posibilidad de que solo en la Fraccién Epitelial se
obtenga el perfil de la(s) presunta(s) perSona(s) agresora(s).

I"

7.2.10.5.4 A las muestras analizadas a las cuales,se*les realice “extraccion no diferencia
(ver Procedimiento para la extraccion.diferencial y no diferencial de ADN a partir de
manchas de semen) NO sera ,mecesario amplificar por marcadores de tipo
autosomicos (ver Procedimiento para la amplificacion de marcadores genéticos por la
reaccion en cadena de la polimérasa).

Nota 8: Dado que este montaje no tiene interés probatorio, en el caso en que se obtenga un
perfil puro, no se deberd realizar la interpretacion del electroferograma en el formulario
correspondiente. Solamente seedebera documentar por medio de una anotacion en el
formulario de marcadores genéticos.que el perfil corresponde al perfil de referencia.

En el caso de obtenerse un‘perfil genético mezcla, no se debera realizar la segunda lectura de
perfiles genéticos mezclds,) Unicamente se debera cotejar contra el perfil de referencia de la
persona ofendida y se“deberd documentar por medio de una anotacién en el formulario de
marcadores genéticos. Esta comparacion sera equivalente a la que se realiza con la fraccién
epitelial derivada de la extraccién diferencial.

7.2.11 Seleccion de muestras del grupo de comparaciones y restos 0seos:

7.2.11.1 Residuos Subungueales:

7.2.11.1.1 Los indicios que hayan sido levantadas en la Seccién, Unidades Médico Legales u
Hospitales no se analizan y se remite a un informe pericial a la Autoridad Judicial
donde se indica que se preservan los indicios y que en el caso de requerir el analisis
se debera remitir otra solicitud donde se justifique la importancia de la pericia y que
se debe enviar al imputado(a) para toma de muestras o remitir la muestra al
laboratorio.

7.2.11.1.2 En caso de delitos de homicidio y/o violacién con imputado desconocido y que los
residuos subungueales sean el Unico indicio a analizar o que los otros indicios sean
negativos se deben trabajar los residuos subungueales con el fin de generar un perfil
genético de un sospechoso para su ingreso en la base de datos CODIS, cumpliendo
lo siguiente:
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7.2.11.1.2.1 Si la cantidad de ADN obtenida es igual o mayor a 0,125ng se continua con el
proceso de amplificacién de marcadores genéticos

7.2.11.1.2.2 Si la cantidad de ADN obtenida es menor a 0,125ng se reporta como cantidad
insuficiente de ADN para obtener un perfil genético.

7.2.11.1.2.2.1 En caso de realizar un montaje de muestras con cantidades de ADN
menores a 0,125ng se debera utilizar el Umbral Estocastico definido para cada kit
de amplificacién especificada en el Informe de Validacion respectivo.

7.2.11.2 Muestras por celularidad, ADN de contacto o Restos celulares:

7.2.11.2.1 En los casos donde se reciban indicios para analisis por ADN de contacto, se
pueden presentar tres escenarios principales, esto de acuerdo al tipo de delito que
se indica en el formulario F83i:

7.2.11.2.1.1 Si el formulario F83i indica que el delito en cuestién NO es Robo agravado ni
Homicidio (se trata de robo simple, lesiones, hurtg;~etc.) se envia un informe
solicitando a la Autoridad Judicial que indique Jla necesidad de valorar la
realizacion de la pericia y que en caso de fequérir el analisis se deberd indicar
cuales muestras en especifico se deben, ‘analizar y se deberda enviar a los
sospechosos y/o muestras tomadas desellos o ellas al laboratorio para realizar la
comparacion.

7.2.11.2.1.2 Si el formulario F83i indica que €ldelito en cuestion es un Robo agravado o un
Homicidio y solamente se envidn cemo indicios Muestras por celularidad, ADN de
contacto o Restos celulares,estos.seran analizados por el grupo de comparacién.

7.2.11.2.1.3 Si el formulario F83i indica“gue el delito en cuestién es un Robo agravado o un
Homicidio y ademas de€ los)indicios de Muestras por celularidad, ADN de contacto
0 Restos celulares se ‘envian otros indicios para determinacion de sangre, saliva o
semen, se analizaran estos indicios por el grupo de comparacion una vez que se
hayan analizado«los indicios prioritarios de sangre, saliva o seme y estos no
brinden resultados o se indique por parte de los grupos de trabajo de
sangre/saliva’o'de delitos sexuales la necesidad de que se trabajen ademas las
Muestras™por,celularidad, ADN de contacto o Restos celulares.

7.2.11.2.2 En caSo de’contar con la solicitud de analisis para ADN de Contacto o celularidad
por parte de la Autoridad Judicial o que la solicitud esté abierta para estudio por
otros fluidos bioldgicos y/o CE (entiéndase como determinacion de ADN proveniente
de restos celulares: con pruebas preliminares negativas en casos del grupo sangre-
saliva o P30 negativos pero provenientes de una cavidad corporal en casos de grupo
semen) se procede de la siguiente manera:

7.2.11.2.2.1 Si la cuantificacion de ADN obtenida es igual o mayor de 0,03ng/uL se continua
con el proceso de amplificacién de marcadores genéticos.

7.2.11.2.2.2 Si la cuantificacion de ADN esta entre los rangos de 0,01 a 0,029ng/ul se
continua con el proceso de amplificacion de marcadores genéticos siempre y
cuando el indice de degradacidon sea menor o igual a 2 (aplicando las reglas de
redondeo convencionales para un decimal).

7.2.11.2.2.3 Si la cantidad de ADN obtenida es menor a 0,15ng en 15uL (cuantificaciéon de
0,01ng/ul) se reporta como cantidad insuficiente de ADN para obtener un perfil
genético.
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7.2.11.2.2.4 En caso de realizar un montaje de muestras con cantidades de ADN menores a
0,15ng se debera utilizar el Umbral Estocastico definido para cada kit de
amplificacion especificada en el Informe de Validacion respectivo.

7.2.11.3 Restos Oseos:

7.2.11.4 Las muestras recibidas de la Seccién de Patologia Forense se analizaran solamente si
estos no han sido identificados o si existen indicios relacionados al caso con los que
se deben comparar.

7.2.11.4.1 Si el resto 6seo que se recibe de Patologia Forense es para analisis de paternidad
este si serd analizado. Se analizard incluso sin contar con las muestras de referencia
que completen el caso.

7.2.11.5 En aquellos casos en donde se reciban varios restos ‘0seos no identificados
provenientes de una misma autopsia o inspeccién se{procesara el que tenga la
probabilidad mas alta de obtener ADN (mejor preservado, menos antiguo, sin
presencia de restos de tierra, entre otros)

7.2.11.6 En casos de identificacion de personas desaparecidas utilizando restos éseos se
deberd contar con al menos algunos de lasysiguientes opciones de muestras de
referencia, en orden de prioridad:

7.2.11.6.1 Muestra de sangre de ambos padres, bieldgicos o al menos de uno de ellos. De
preferencia la muestra de la madre.

7.2.11.6.2 Muestra de sangre de al menos un hijo (a) bioldgico(a) y der posible de su
respectiva madre.

7.2.11.6.3 Muestras de sangre de ambos abuelos por parte de madre o padre (ambos deben
venir de la misma linea materna o paterna)

7.2.11.6.4 Solo en caso de que no se pueda contar con las muestras en los puntos
anteriores, se podnfan utilizar un objeto de uso personal que corresponda a quien se
desea identificar\(mUestra atribuida), cuyo origen se considera indubitado. Podria
corresponder &l cepillo de dientes de la persona de interés.

7.2.11.6.5 Muestra dejdos o mas hermanos (as) bioldgicos (as) de padre y madre o dos o
mas mediosshérmanos (as) con su respectiva madre.

7.2.11.6.6 Muestra de sangre de al menos dos tios (as) bioldgicos por parte de madre o de
padre (ambos deben venir de la misma linea paterna o materna).

7.2.11.6.7 Para los casos referenciados en los puntos 7.2.11.6.5 y 7.2.11.6.6 podria ser
necesario contar con mas familiares con el fin de realizar una adecuada valoracidn
estadistica.

7.2.11.7 Para la valoracion estadistica del resultado de identificacion seguir lo estipulado en el
Procedimiento para la interpretacion estadistica de resultados de casos de
paternidad y de posibles relaciones filiales a partir de muestras de familiares

7.2.11.7.1 Se deberd tomar en cuenta que en caso de no contar con todas las muestras
solicitadas en el punto 7.2.11.6 pero el valor estadistico obtenido (IP) es mayor al
definido en el Procedimiento para la interpretacién estadistica de resultados de casos
de paternidad y de posibles relaciones filiales a partir de muestras de familiares, la
identificacion puede ser reportada.

7.2.11.8 Muestras de referencia:
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7.2.11.8.1 Una muestra de referencia es un indicio fisico cuyo origen es conocido, por
ejemplo, sangre, saliva o elementos pilosos de ofendidos o imputados que son
utilizados para ser comparados con indicios dubitados obtenidos de escena de
crimen.

7.2.11.8.2 Se trabajaran todas las muestras de referencia que se reciban, salvo en los casos
en que ya se cuente con un perfil genético de referencia para la parte en cuestion.

7.2.11.8.2.1 Considerar las excepciones que se plantean en 7.2.5.1

7.2.11.8.3 Las muestras recibidas para paternidades de tipo penal correspondientes a madre
e hijo(s), solamente se analizaran si existe la muestra de la persona imputada para
realizar la comparacién.

7.2.11.9 Muestras atribuidas.

7.2.11.9.1 Es un indicio o perfil genético cuyo origen se considera indubitado (cuando se
utilicen para identificacion de personas desaparecidas Yy/o+en casos de determinacion
de relaciones consanguineas), dado que se testifica que es de alguna de las partes
del caso y se considera como una muestra de referencia al poder ser atribuible a una
persona concreta. Puede corresponder, porsejemplo, al cepillo de dientes de una
persona desaparecida. En caso de ser necesariota seccion de bioquimica procedera a
realizar la obtencion del perfil genético a‘partir de este indicio.

7.2.11.9.1.1 En los casos en los que sea posible=se debe verificar la relacion filial atribuida
entre las muestras recibidas.

Nota 9: Para el proceso de cuantificacidh de muestras se debe tener en cuenta que NO se
deben mezclar muestras dubitadas (indicies) con muestras indubitadas (referencias) en la
misma corrida, lo anterior tomando (en ‘cuenta la categorizacién realizada por el perito en el
Formulario “Entrega Muestras CuantifieaCion” (ver Procedimiento para la cuantificacién de ADN
utilizando el termociclador PCR tiempo real ABI7500).

7.2.11.10Muestras Secuenciacion Masiva Paralela.

7.2.11.10.1 La metodalogia® para amplificar y secuenciar fragmentos de ADN mediante
secuenciaciénymasiva paralela (MPS) por la técnica de secuenciacion por sintesis
(SBS) se.padra utilizar para los siguientes tipos de muestras/indicios:

7.2.11.10.1.1 Restos Oseos en casos complejos.

7.2.11.10.1.2 Tarjetas FTA con manchas de sangre correspondientes a:
7.2.11.10.1.2.1 Paternidades complejas.

7.2.11.10.1.2.2 Muestras de referencia en casos de reconocimiento.

7.2.11.10.1.2.3 Muestras de referencia en caso de gemelos univitelinos (de ser necesario)
7.2.11.10.1.3 Casos en estudio por ADN Mitocondrial.

7.2.11.10.1.4 El reporte de resultados debera ser remitido, a los analistas responsables,
por medio del Formulario: Lista de Verificacibn de Cumplimiento del
Procedimiento: Interpretacion de perfiles de Secuenciacion Masiva en Paralelo
(MPS), el cual debera ser agregado al legajo digital del caso

7.3Procedimientos analiticos.
7.3.1 Materiales y Suministros
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7.3.1.1 Todos los reactivos deben contar con la informacién de referencia solicitada por la
UGC. Cada vial o tubo deberd contar con una marca distinguible que permita
relacionar la informacion de la etiqueta con el mismo y con el funcionario
responsable.

7.3.1.2 Es preferible trabajar con reactivos y suministros cuya fecha de vencimiento no haya
caducado. Sin embargo, se pueden utilizar materiales luego de su fecha de
expiracion siempre y cuando tanto los controles positivos como negativos cumplan
los criterios establecidos. Si los resultados obtenidos en el analisis de los controles
no son adecuados, consulte al Lider Técnico y/o Jefatura de Seccion. Ver punto
7.3.6.

7.3.1.3 Para el caso de los controles que debe ser preparados en la Seccion (sangre, amilasa
salival y semen) los mismos deberan ser codificados con_la\féecha de preparacién y
deberan ser preparados de acuerdo a las instrucciones especificas de cada
procedimiento técnico.

7.3.2 Hojas de datos de seguridad de reactivos.

7.3.2.1 Todos los reactivos utilizados en la Seccién tiebhen)hojas de datos de seguridad, ya
sea en fisico o en digital. Estas se encuentran/en™la oficina de la Jefatura de Seccion
y/o en la unidad electrénica que la Jefatufa de Seccidén designe para este propdsito,
y se pueden consultar si asi se requiere?

7.3.3 Reactivos y suministros criticos.

7.3.3.1 Todos los reactivos y suministros=criticos deben de ser probados una Unica vez antes
de ser utilizados en el analisis de casos. Esto lo realizaran los peritos de la Unidad de
Genética Forense, conforme=ingresen los nuevos lotes y se necesiten los reactivos.
Una vez finalizada la prueba, el analista completard el formulario de control de
reactivos criticos (se debé,ademas adjuntar los electroferogramas de los controles
utilizados para demostrar el resultado del proceso) y lo entregara al Encargado de
Calidad de la Seccién, quien llevara el registro de las pruebas en la unidad
electrénica quersetdesigne para esto. Si un reactivo o suministro no pasa la prueba,
esto se debe_de’comunicar al encargado de compras para que tramite la queja y el
cambio del reactivo, previa consulta al Lider Técnico y/o Jefatura de Seccion.
Ademas; se'debera realizar verificaciones intermedias de estos reactivos y se debera
completar el formulario de control de reactivos criticos y entregar al Encargado de
Calidad de la Seccion para su respaldo en la unidad electréonica que se designe para
este propdsito.

Nota 10: Reactivo critico se define como todo reactivo cuyo desempefio pueda afectar
directamente el resultado final del analisis. Para verificar la lista de reactivos criticos de la
Seccion ver la direccion electronica definida por la Jefatura de Seccion.

7.3.4 Fuente de materiales y reactivos.

7.3.4.1 En los procedimientos de operacién normados se incluye un listado de los materiales
y reactivos necesarios, para la preparacion de los mismos se debe revisar el
apartado de Anexos de cada procedimiento.

7.3.5 Inventarios de suministros y reactivos.

7.3.5.1 La Seccion de Bioquimica cuenta con un inventario de suministros y reactivos el cual
es controlado por la/las personas designada/s por la Jefatura de Seccion. Los
listados de los reactivos se encuentran en la unidad electrénica definida en Nota 10.
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7.3.6 Controles y estandares para STR s autosémicos.

7.3.6.1 Todas las amplificaciones de ADN que se realicen en la Seccién de Bioquimica deben
incluir controles positivos y negativos que incluyan el proceso de extraccion de ADN
y el proceso de amplificacion de marcadores genéticos. Todos los resultados que se
obtengan de esos controles se deben de tomar en cuenta para la interpretacion de
resultados. Todos los controles (positivos o negativos) de cada parte del analisis de
ADN se deben de llevar a electroforesis capilar para su analisis y su interpretacion
debe hacerse de manera individual, esto con la excepcién de los controles de
cuantificacion, a los cuales no es necesario llevar a electroforesis.

7.3.6.1.1 Las re-amplificaciones de muestras solamente requieren controles del proceso de
amplificacion, siempre y cuando, los controles de extraccién_y amplificacion del lote
de analisis cumplan con los criterios establecidos por el Laboratorio.

7.3.6.2 Control Negativo de extraccion:

7.3.6.2.1 Los controles negativos de extraccion se usan, para descartar la presencia de
contaminacion de los reactivos de extraccién per, ADN humano o por un producto
STR amplificado. Consiste en todos los reactivos utilizados en el proceso de
extraccion y/o el soporte (solamente paradestudios de casos de paternidades con
amplificaciones directas), menos la muestfa ywdebe ser procesado en todos los pasos
junto con las muestras analizadas. Se‘tipifican en conjunto con el lote de analisis.
Este control debe ser revisado antes dé“revisar el control negativo de amplificacién.

7.3.6.2.2 EI Control negativo de extraccidon ) (CNE) se considera aceptable cuando el
electroferograma no presente picos tipeables por encima del umbral estocastico del
kit de amplificacién que se esté utilizando (mismo umbral utilizado para el analisis de
las muestras). Los picos de fondo presentes deben ser exclusivamente artefactos y
preferiblemente deben dé\estar por debajo del umbral analitico. Ver figura 1.

7.3.6.2.2.1 La aparicion de resultados tipificables en control negativo puede ser una
indicacion de gue’se ha contaminado un reactivo de extracciéon de muestra, se ha
producido eontaminacion cruzada entre muestras durante el analisis o se ha
introducidonADN exdgeno en la(s) muestra(s).

7.3.6.2.3 El volumen\de' extracto a utilizar para realizar el proceso de amplificacion de este
control debe ser igual al mayor volumen utilizado dentro del lote de amplificacién de
muestras:”si por ejemplo el mayor volumen de muestra a amplificar dentro del lote
de andlisis es de 8ulL, se deben amplificar 8uL del control negativo de amplificacion.
El resto del volumen se debe se completar con el diluyente que utilice el kit de
amplificacion en uso (si fuera necesario).

7.3.6.2.4 Se debe digitalizar el electroferograma de este control en una escala maxima de 100
RFUs.

7.3.6.2.5 Es posible encontrar picos tipeables contaminantes o incluso perfiles genéticos
(completos o parciales) en el CNE. De encontrarse esto, se debe volver a correr la
electroforesis capilar del CNE (ya sea reinyectando al CNE o volviéndolo a montar
desde el amplificado). Esto con el fin de descartar que se haya presentado un error o
problema en el montaje de la muestra (pipeteo incorrecto o “splash” de alguna otra
muestra dentro del pocillo del CNE durante el montaje de la amplificacion o
electroforesis y/o otro error al azar).
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7.3.6.2.5.1 Si luego de reprocesar la electroforesis capilar en el control no se observan picos
por encima del umbral analitico del kit de amplificacidon utilizado, se considera
que los picos encontrados previamente son producto de un error de montaje y/o
error aleatorio, este nuevo electroferograma se adjuntara en el legajo del caso y
se continua con el analisis de las demas muestras y controles.

7.3.6.2.6 Si luego de reanalizar el CNE, los picos contaminantes tipeables se mantienen
presentes en el electroferograma del CNE, se debe considerar lo siguiente:

7.3.6.2.6.1 La presencia maxima de dos (2) picos tipeables, clasificados como
"contaminacion', no detiene el analisis (los artefactos no se consideran picos
tipeables).

7.3.6.2.6.2 El lote de muestras ligadas a ese control puede continuar siendo analizado
siempre que se cumpla con:

7.3.6.2.6.2.1Realizar una busqueda mediante la herramienta “Profile Comparison” del
programa GeneMapper al 50% de probabilidad (ver PON Uso del Analizador
Genético ABI 3500) en el lote de muestras que ‘seestd estudiando. Esta tabla se
debe de exportar en formato .csv y se debelde enviar al encargado de calidad.

7.3.6.2.6.2.1.1 Los picos tipeables contaminantes ne/pueden estar presentes en los demas
electroferogramas del lote de extfaecion. Si se encuentran estos picos en los
demas electroferogramas, proceder segin 7.3.6.2.7.1.2

7.3.6.2.6.2.2Notificar al encargado de calidad)sobre la presencia de estos picos tipeables
contaminantes, para agregarios..al Registro de Perfiles Contaminantes de la
Seccién. Se debe enviar una copia del electroferograma del control negativo de
extraccidén para que este“sea archivado.

7.3.6.2.6.2.3Completar el reporte‘de=eontaminacion, detallando en los hallazgos lo realizado
en los puntos 7.3.6.2.6.2.1y 7.3.6.2.6.2.2

7.3.6.2.7 Si el control negativo~de extraccidn muestra tres (3) o mas picos contaminantes
tipeables luego~del ‘reproceso de la electroforesis capilar, se debe de detener el
analisis del lotede muestras y proceder de la siguiente manera:

7.3.6.2.7.1 Reamplificar el CNE utilizando el mismo kit de amplificacion.

7.3.6.2.7.1.1 Si ‘se _jeliminan los picos tipeables contaminantes, se debe de completar el
reporte de contaminacién detallando los pasos que se llevaron a cabo hasta la re
amplificacion del CNE. Se debe ademas de realizar lo estipulado en 7.3.6.2.6.2.1
con respecto a la busqueda de los picos tipeables contaminantes en los demas
electroferogramas del lote de muestras y se debe de enviar una copia del CNE
con los picos tipeables contaminantes al encargado de calidad para que
documente los picos encontrados. Este nuevo electroferograma se adjuntara al
legajo digital del caso y se continua con el analisis de las demdas muestras y
controles.

7.3.6.2.7.1.2 Si no se eliminan los picos contaminantes en el CNE, o si se encuentra que estos
picos estan presentes en los demas electroferogramas del lote de muestras,
todas las muestras extraidas asociadas con ese control se consideran como
inconclusas. El conjunto o lote de muestras debera ser extraido y amplificado de
nuevo. Se debera documentar en el Formulario Estudio de Marcadores Genéticos
de cada caso asociado lo siguiente: "Para las muestras analizadas en fecha XX,
posterior al analisis de los controles de extraccion respectivos, se determind la
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presencia de contaminacion, la cual invalida los resultados obtenidos para este
lote de extraccion. Se procede a realizar un nuevo proceso de extraccion y
amplificacion de las muestras”.

7.3.6.2.7.1.2.1 Se debera realizar un analisis de causas para determinar que ocasioné la

7.3.6.2.7.2

contaminacién y se debera enviar copia al Encargado de Calidad para su
registro y al Lider Técnico para su evaluacidon. Este analisis debe de tomar en
cuenta el estudio de los diversos reactivos que se utilizaron en esa extraccién
(asi como los diluentes), los materiales y las areas de recorte.

Si alguna de las muestras del conjunto analizadas es de cantidad limitada y/o no
pueden ser reanalizadas, o si las circunstancias del caso o laboratorio excluyen la
posibilidad de re analisis, o si el resultado obtenido. es diferente entre los
montajes (uno amplifica y otro no) esas muestras \especiales pueden ser
interpretadas con precaucion, para esto la Jefatura de seccion y el Lider Técnico
deben de ser consultados para la revision de todo ekcaso.

7.3.6.2.8 El control negativo de extraccion puede ser trabajados por duplicado. Si solamente
uno de los dos controles cumple con lo estipulado env7.3.6.2 se puede proseguir con
el analisis del lote de muestras (se considerasel escenario estipulado en 7.3.6.2.5).

7.3.6.2.8.1

7.3.6.2.8.2

Se debe determinar que los picos contaminantes tipeables encontrados en el CNE
alterado no estén presentes en Yos“\demas electroferogramas del lote de
extraccién (siguiendo lo estipuladéen 7.3.6.2.6.2.1). Si esto no se cumple se
debe proceder segun 7.3.6.2.7(1

Cuando se reporten los datos del proceso relacionado a extraccion (extraccion
automatizada, de tejidos blandos, diferenciales, etc) utilizando el SADCF con la
funcionalidad de Registro de Analisis en Serie (RAS), se debe tomar en cuenta
para el punto 1.5 del‘decumento, que el término “Aceptable” corresponde al
montaje de los controles, ya que el resultado final de los mismos se podra
evaluar en un paso posterior del proceso: ya sea en el reporte de Cuantificacion
y/o en el RAS/Formulario de Datos y Resultados correspondiente a montaje de
PCR vy Electroforesis.
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Figura 1. Diagrama del proceso de interpretacion del Control Negativo de Extraccion

7.3.6.3 Control Negativo de amplificacion:

7.3.6.3.1 Se utilizan controles de amplificacion negativos para comprobar la ausencia de
contaminacion durante la preparacién de la reaccion de amplificacion por PCR. Se
utilizan para realizar’el monitoreo del ambiente durante el proceso de amplificacion
para posibles{uentes de contaminacion. Deben contener todos los reactivos de la
amplificacion;pero no ADN.

7.3.6.3.2 El Contrfol ‘megativo de amplificacion (CNA) se considera aceptable cuando el
electroferograma no presente picos tipeables por encima del umbral analitico del kit
de amplificacién que se esté utilizando. Los picos de fondo presentes deben ser
exclusivamente artefactos y preferiblemente deben de estar por debajo del umbral
analitico. Ver figura 2.

7.3.6.3.2.1 Si los resultados obtenidos son correctos (ausencia de picos contaminantes o
perfiles genéticos) el area de preparacion de la reaccion de PCR, el equipo y los
reactivos de amplificacion se consideran libres de posibles fuentes de
contaminacién.

7.3.6.3.3 El volumen a utilizar para realizar el proceso de amplificacion de este control debe
ser igual al volumen maximo posible de muestra. Este volumen se debe se
completar con el diluyente que utilice el kit de amplificacion en uso o el buffer de
dilucién correspondiente.

7.3.6.3.4 Se debe digitalizar el electroferograma de este control en una escala maxima de 100
RFUs.
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7.3.6.3.5 Es posible encontrar picos tipeables contaminantes o incluso perfiles genéticos
(completos o parciales) en el CNA. De encontrarse esto, se debe volver a correr la
electroforesis capilar del CNA (ya sea reinyectando al CNA o volviéndolo a montar
desde el amplificado). Esto con el fin de descartar que se haya presentado un error o
problema en el montaje de la muestra (pipeteo incorrecto o “splash” de alguna otra
muestra dentro del pocillo del CNA durante el montaje de la amplificacion o
electroforesis y/o otro error al azar).

7.3.6.3.5.1 Si luego de reprocesar la electroforesis capilar en el control no se observan picos
por encima del umbral analitico del kit de amplificacion utilizado, se considera
que los picos encontrados previamente son producto de un error de montaje y/o
error aleatorio, este nuevo electroferograma se adjuntara en el legajo del caso y
se continua con el analisis de las demas muestras y contfoles.

7.3.6.3.6 Si luego de reanalizar el CNA, los picos contaminantes \tipeables se mantienen
presentes en el electroferograma del CNA, se debe considerar lo siguiente:

7.3.6.3.6.1 La presencia maxima de dos (2) picos, tipeables, clasificados como
"contaminacion', no detiene el analisis (lo§ artefactos no se consideran picos
tipeables).

7.3.6.3.6.2 El lote de muestras ligadas a ese ontrol puede continuar siendo analizado

siempre que se cumpla con:

7.3.6.3.6.2.1Realizar una busqueda mediante, la herramienta “Profile Comparison” del
programa GeneMapper al 50% de probabilidad (ver PON Uso del Analizador
Genético ABI 3500) en el lote de muestras que se esta estudiando. Esta tabla se
debe de exportar en formatowesv y se debe de enviar al encargado de calidad.

7.3.6.3.6.2.1.1 Los picos tipeables\contaminantes no pueden estar presentes en los demas
electroferogramas.del lote de amplificacién. Si se encuentran estos picos en
los demas electroferogramas, proceder segun 7.3.6.3.7.1.2

7.3.6.3.6.2.2Notificar al encargado de calidad sobre la presencia de estos picos tipeables
contaminantes, “para agregarlos al Registro de Perfiles Contaminantes de la
SeccidonsSe‘debe enviar una copia del electroferograma del control negativo de
amplificacidon para que este sea archivado.

7.3.6.3.6.2.3Completar el reporte de contaminacion, detallando en los hallazgos lo realizado
en los puntos 7.3.6.3.6.2.1y 7.3.6.3.6.2.2

7.3.6.3.7 Si el control negativo de amplificacion muestra tres (3) o mas picos contaminantes
tipeables luego del reproceso de la electroforesis capilar, se debe de detener el
analisis del lote de muestras y proceder de la siguiente manera:

7.3.6.3.7.1 Reamplificar el CNA utilizando el mismo kit de amplificacién.

7.3.6.3.7.1.1 Si se eliminan los picos tipeables contaminantes, se debe de completar el
reporte de contaminacion detallando los pasos que se llevaron a cabo hasta la re
amplificacion del CNA. Se debe ademas de realizar lo estipulado en 7.3.6.3.6.2.1
con respecto a la busqueda de los picos tipeables contaminantes en los demas
electroferogramas del lote de muestras y se debe de enviar una copia del CNA
con los picos tipeables contaminantes al encargado de calidad para que
documente los picos encontrados. Este nuevo electroferograma se adjuntara al
legajo digital del caso y se continua con el andlisis de las demds muestras y
controles.
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7.3.6.3.7.1.2 Si no se eliminan los picos contaminantes en el CNA, o si se encuentra que estos
picos estan presentes en los demas electroferogramas del lote de muestras,
todas las muestras amplificadas asociadas con ese control se consideran como
inconclusas. El conjunto o lote de muestras debera ser amplificado de nuevo. Se
deberd documentar en el Formulario Estudio de marcadores genéticos (ADN
Autosomico y Cromosoma Y) de cada caso asociado lo siguiente: “Para las
muestras analizadas en fecha XX, posterior al analisis de los controles de
amplificacion respectivos, se determind la presencia de contaminacion, la cual
invalida los resultados obtenidos para este lote de amplificacion. Se procede a
realizar un nuevo proceso de amplificacion de las muestras”.

7.3.6.3.7.1.2.1 Se deberd realizar un analisis de causas para determinar que ocasioné la
contaminacion y se debera enviar copia al Encargade,_de Calidad para su
registro y al Lider Técnico para su evaluacion. Este"analisis debe de tomar en
cuenta el estudio de los diversos reactivos ‘que se utilizaron en esa
amplificacion (asi como los diluentes), los materiales y las areas de montaje
de la amplificacidon (camaras de flujo laminar, ete).

7.3.6.3.7.2 Si alguna de las muestras del conjunto analizadas es de cantidad limitada y/o no
pueden ser reanalizadas, o si las circunstancias del caso o laboratorio excluyen la
posibilidad de re analisis, esas muestras especiales pueden ser interpretadas con
precaucion, para esto la Jefatura de seccion y el Lider Técnico deben de ser
consultados para la revision de todg-elcaso.

7.3.6.3.8 El control negativo de amplificacidn puede ser trabajado por duplicado. Si solamente
uno de los dos controles cumplé con lo estipulado en 7.3.6.3 se puede proseguir con
el analisis del lote de muestras ('se’considera el escenario estipulado en 7.3.6.3.5).

7.3.6.3.8.1 Se debe determinar que los picos contaminantes tipeables encontrados en el CNA
alterado no esténg=presentes en los demas electroferogramas del lote de
amplificacion (siguiendo lo estipulado en 7.3.6.3.6.2.1). Si esto no se cumple se
debe proceder segén 7.3.6.3.7.1
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Figura 2. Diagrama del proceso-de interpretacion del Control Negativo de Amplificacion

7.3.6.4 Control Positivo de extraccion:

7.3.6.4.1 Un control positivo de extraccion (CPE) es una muestra con genotipos de STR

conocidos que se extrae de la misma manera que la (s) muestra (s) de un conjunto
de casos,.se procesa mediante amplificacion por PCR y se tipifica junto con las
muestras en analisis. Estos controles demuestran que el proceso analitico
comprendido desde la extraccién de ADN hasta la amplificacion de marcadores
funciona correctamente.

7.3.6.4.2 Todos los controles positivos de extracciéon en un lote de montaje se deben evaluar

para asegurar que el proceso de extraccion y amplificacion funciona adecuadamente
y deben ser analizados con cada bloque de muestras. Los perfiles utilizados como
controles positivos de extraccion se deberan comparar contra el lote de muestras
extraidas y amplificadas utilizando el programa GeneMapper en la herramienta de
comparacion de perfiles. Ver PON de Uso y Manejo del Analizador Genético 3500.

7.3.6.4.3 Un CPE se considera aceptable si cumple con las caracteristicas definidas para un
perfil genético puro (ver punto 7.3.11).

7.3.6.4.3.1 De no cumplir con esto, se puede montar nuevamente la electroforesis capilar del
CPE o el CPE puede ser amplificado nuevamente.
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7.3.6.4.4 Si aun asi los resultados del control no son aceptables (no se obtiene un perfil
genético Unico con las caracteristicas estipuladas en 7.3.11), las muestras asociadas
al control de extraccidn se deben considerar como inconclusas y deben de ser
nuevamente extraidas y amplificadas. Se deberd documentar en el Formulario
Formulario Estudio de marcadores genéticos (ADN Autosdémico y Cromosoma Y) lo
siguiente: “Para las muestras analizadas en fecha XX, posterior al anélisis de los
controles respectivos, se determina que el control positivo de extraccién no cumple
con los criterios de calidad establecidos por el Laboratorio, lo cual cual invalida los
resultados obtenidos para este lote de extraccion. Se procede a realizar un nuevo
proceso de extraccion”

7.3.6.4.4.1 Si alguna de las muestras del conjunto analizadas es de cantidad limitada y/o no
pueden ser reanalizadas, o si las circunstancias del caso ‘Odaboratorio excluyen la
posibilidad de re-andlisis, esas muestras especiales pueden ser interpretadas con
precaucion, para esto la Jefatura de Seccién y el hider Técnico deben de ser
consultados para la revision de todo el caso.

Nota 11: Si el control positivo de extraccion, en alguno=de, los marcadores analizados, no
cumple con los parametros estocasticas definidos por el laboratorio o hay presencia de drop out
para unicamente un (1) marcador, este se considerard aceéptable, pero se deberd reportar al
marcador en si como inconcluso en todas las muestras del lote asociado a ese control.

7.3.6.4.5 Si el control positivo de extraccion muestra’ un perfil con mas de dos (2) alelos en
algun marcador, esto es sefial de pesible contaminacién y debe ser tratada como tal.
El control podra ser ya sea reinyectado o se podra montar nuevamente la
electroforesis. Se sigue lo estiptilado en 7.3.6.2.5.1. Ver figura 3.

7.3.6.4.5.1 Si luego de reanalizar~el, control se observan solamente los picos del perfil
conocido dentro de'\ los pardmetros estocasticos del laboratorio, este
electroferograma se-adjuntara en el legajo del caso y se continua con el analisis.

7.3.6.4.6 Si luego de reanalizar el CPE, los picos contaminantes tipeables se mantienen
presentes en el electroferograma del CPE, se debe considerar lo siguiente:

7.3.6.4.6.1 La presencia maxima de dos (2) picos tipeables, clasificados como
"contaminacion', no detiene el analisis (los artefactos no se consideran picos
tipeables)-

7.3.6.4.6.2 El lote”de muestras ligadas a ese control puede continuar siendo analizado
siempre que se cumpla con:

7.3.6.4.6.2.1Realizar una busqueda mediante la herramienta “Profile Comparison” del
programa GeneMapper al 50% de probabilidad (ver PON Uso del Analizador
Genético ABI 3500) en el lote de muestras que se esta estudiando. Esta tabla se
debe de exportar en formato .csv y se debe de enviar al encargado de calidad.

7.3.6.4.6.2.1.1 Los picos tipeables contaminantes no pueden estar presentes en los demas
electroferogramas del lote de extraccidén. Si se encuentran estos picos en los
demas electroferogramas, proceder segin 7.3.6.4.7.1.2

7.3.6.4.6.2.2Notificar al encargado de calidad sobre la presencia de estos picos tipeables
contaminantes, para agregarlos al Registro de Perfiles Contaminantes de la
Seccion. Se debe enviar una copia del electroferograma del control positivo de
extraccion para que este sea archivado.
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7.3.6.4.6.2.3Completar el reporte de contaminacion, detallando en los hallazgos lo realizado

en los puntos 7.3.6.4.6.2.1y 7.3.6.4.6.2.2

7.3.6.4.7 Si el control positivo de extraccion muestra tres (3) o mas picos contaminantes
tipeables luego del reproceso de la electroforesis capilar, se debe de detener el
analisis del lote de muestras y proceder de la siguiente manera:

7.3.6.4.7.1

Reamplificar el CPE utilizando el mismo kit de amplificacion.

7.3.6.4.7.1.1 Si se eliminan los picos tipeables contaminantes, se debe de completar el

reporte de contaminacion detallando los pasos que se llevaron a cabo hasta la re
amplificacion del CPE. Se debe ademas de realizar lo estipulado en 7.3.6.4.6.2.1
con respecto a la busqueda de los picos tipeables contaminantes en los demas
electroferogramas del lote de muestras y se debe de enviar una copia del CPE
con los picos tipeables contaminantes al encargado (de calidad para que
documente los picos encontrados. Este nuevo electreferograma se adjuntara al
legajo digital del caso y se continua con el analisis~de las demas muestras y
controles.

7.3.6.4.7.1.2 Si no se eliminan los picos contaminantes en el/CPE, o si se encuentra que estos

picos estan presentes en los demas electroferogramas del lote de muestras,
todas las muestras extraidas asociadas“con ese control se consideran como
inconclusas. El conjunto o lote de muestras debera ser extraido y amplificado de
nuevo. Se debera documentar en‘€l*Formulario Estudio de marcadores genéticos
(ADN Autosémico y Cromosoma Y), de cada caso asociado lo siguiente: "Para las
muestras analizadas en fechasXX, posterior al andlisis de los controles de
extraccion respectivos, se\determiné la presencia de contaminacion, la cual
invalida los resultadossohtenidos para este lote de extraccion. Se procede a
realizar un nuevo proceéso de extraccion y amplificacion de las muestras”.

7.3.6.4.7.1.2.1 Se deberda realizar un analisis de causas para determinar que ocasioné la

7.3.6.4.7.2

contaminacion_y Se deberd enviar copia al Encargado de Calidad para su
registro y‘al ider Técnico para su evaluacion. Este analisis debe de tomar en
cuenta¢el estudio de los diversos reactivos que se utilizaron en esa extraccién
(asi,como, los diluentes), los materiales y las areas de recorte.

Si alglina=de las muestras del conjunto analizadas es de cantidad limitada y/o no
pueden/ser reanalizadas, o si las circunstancias del caso o laboratorio excluyen la
posibilidad de re analisis, esas muestras especiales pueden ser interpretadas con
precaucion, para esto la Jefatura de seccién y el Lider Técnico deben de ser
consultados para la revision de todo el caso.

7.3.6.4.8 Los controles positivos de extraccion pueden ser trabajados por duplicado (desde el
inicio del proceso de extraccion) para evitar problemas en la inyeccién de la
muestra, spikes, etc. Se requiere que solo uno de estos controles positivos de
extracto brinde resultados aceptables para proceder con la interpretaciéon de los
demas controles y las muestras.

7.3.6.4.8.1

7.3.6.4.8.2

De encontrarse picos contaminantes tipeables en alguno de los CPE, se debe
determinar que estos no estén presentes en los demas electroferogramas del lote
de extraccion (siguiendo lo estipulado en 7.3.6.2.6.2.1). Si esto no se cumple se
debe proceder segun 7.3.6.2.7.1

Cuando se reporten los datos del proceso relacionado a extraccidén (extraccion
automatizada, de tejidos blandos, diferenciales, etc) utilizando el SADCF con la
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funcionalidad de Registro de Analisis en Serie (RAS), se debe tomar en cuenta
para el punto 1.5 del documento, que el término “Aceptable” corresponde al
montaje de los controles, ya que el resultado final de los mismos se podra
evaluar en un paso posterior del proceso: ya sea en el reporte de Cuantificacion
y/o en el RAS/Formulario de Datos y Resultados correspondiente a montaje de
PCR y Electroforesis.

CONTROL POSITIVO DE EXTRACCION (CPE) (7.3.6.4)

Hay presencia de mas de dos picos
,/ tipeables en el CPE? (7.3.6.4.5) \

/ Si No e |
< = Proceda con el

Reinyecte el control o repita la éle:troforesis capilar (7.3.6.4.5) andlisis del lote de
muestras (7.3.6.4.3)

e

’ 7 R
Se eliminan los picos
e oontaminantes ——H_‘H
s S§i (7.3.6.4.5.1)

/ tipeables?

No (7.3.6.4.5) \

- Bisqueda por Profile Comparison
- Copia del electroferograma al encargado Est&n los picos contaminantes tipeables ~ No

W % =
Cuantos picos de calidad . T F " Wfesentes en los demas electroferogramas {7.3.6.4.7.1.1)
contaminantes - Llenado del reporte de contaminacidn del lote de muestras?
/ tipeables hay? — (7.3.6.4.6.2) \
& ) .
Tres o mas De Uno @ Dos / I
(7.3.6.4.7) (7.3.6.4.6.1) /
No -, Todas las muestras
7 (7.3.6.4.7.1.2) .l se declaran
. inconclusas
/7 (7.3.6.4.7.1.2)
W Se eliminan los picos - Bisqueda por & /
Reamplifique el CPE -, contaminantes Profile Comparison L
(7.3.6.4.7.1) & tipeables? " - Copia del Alguna muestra es
(7.3.6.4.7.1.1) ‘-‘-__“\ si L electroferograma al escasa o no puede

encargado de calidad ser reanalizada?
- Llenado del reparte (7.3.6.4.7.2)
de contaminacién
(7.3.6.4.6.2.1) l
o ¥ Realizar estudio de
Si No ~»  contaminacidn
/ (7.3.6.4.7.1.2.1)
. 1

pes W
Consulte con el Lider Técnico (7.3.6.4.7.2) Realizar nueva
extraccion de todo
el lote de muestras
(7.3.6.4.7.1.2)

Figura 3. Diagrama del proceso de interpretacion del Control Positivo de Extraccidn
7.3.6.5 Control Positivo de amplificacion:

7.3.6.5.1 Los kits de tipificacion de amplificacion de STR incluyen una muestra de control
positivo. El control positivo es una muestra bien caracterizada con genotipos STR
conocidos proporcionados por el fabricante.

7.3.6.5.2 El control positivo de amplificacion se utiliza para demostrar que los procesos de
amplificacion vy tipificacién funcionan correctamente.

7.3.6.5.3 El control positivo de amplificacion es aceptable si presenta el mismo perfil genético
conocido en todos los marcadores (ver Anexo en PON de Uso y Manejo de Analizador
Genético 3500), dentro de los parametros definidos por el laboratorio (segin 7.3.11)
y deben de ser amplificados y analizados con cada bloque de muestras.
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7.3.6.5.4 Si el control positivo de amplificacidon no cumple con las caracteristicas definidas en
7.3.6.5.3 y 7.3.11, se puede montar nuevamente la electroforesis o el CPA puede
ser amplificado nuevamente.

7.3.6.5.5 Si luego de reanalizar el control se observa el perfil conocido con las caracteristicas
adecuadas y dentro de los parametros estocasticos del laboratorio, éste
electroferograma se adjuntara en el legajo del caso y se continua con el analisis.

7.3.6.5.5.1 Si aun asi los resultados del control no son aceptables (no se obtiene un perfil
genético Unico con las caracteristicas estipuladas en 7.3.6.5.3 y 7.3.11), las
muestras asociadas al control de extraccidn se deben considerar como
inconclusas y deben de ser nuevamente amplificadas. Se debera documentar en
el Formulario Estudio de marcadores genéticos (ADN Autosémico y Cromosoma
Y) lo siguiente: "Para las muestras analizadas en fecha XX,>posterior al analisis
de los controles respectivos, se determina que ‘el control positivo de
amplificacion no cumple con los criterios detcalidad establecidos por el
Laboratorio, lo cual invalida los resultados obtenidos para este lote de
amplificacion. Se procede a realizar un nueve“proceso de amplificacion de las
muestras”.

7.3.6.5.6 Si alguna de las muestras del conjunto analizadas es de cantidad limitada y/o no
pueden ser reanalizadas, o si las circunstancias del caso o laboratorio excluyen la
posibilidad de re-andlisis, esas muestras, especiales pueden ser interpretadas con
precaucién, para esto la Jefatura=de\ Seccion y el Lider Técnico deben de ser
consultados para la revisién de todo el/caso.

Nota 12: Si el control positivo de amplificacién, en alguno de los marcadores analizados, no
cumple con los parametros estocasticestdefinidos por el laboratorio o hay presencia de drop out
para Unicamente un (1) marcador,este,se considerara aceptable, pero se debera reportar al
marcador en si como inconcluso en-todas las muestras del lote asociado a ese control.

7.3.6.5.7 Si el control positive.de amplificacion muestra un perfil con mas de dos (2) alelos en
algun marcador, &st@ es sefial de posible contaminacidon y debe ser tratada como tal.
El control podra ser ya sea reinyectado o se podra montar nuevamente la
electroforesisnSe sigue lo estipulado en 7.3.6.2.5.1. Ver figura 4.

7.3.6.5.7.1 Si |lu€go~=de reanalizar el control se observan solamente los picos del perfil
conocido dentro de los pardmetros estocasticos del laboratorio, éste
electroferograma se adjuntara en el legajo del caso y se continua con el analisis.

7.3.6.5.8 Si luego de reanalizar el CPA, los picos contaminantes tipeables se mantienen
presentes en el electroferograma del CPA, se debe considerar lo siguiente:

7.3.6.5.8.1 La presencia maxima de dos (2) picos tipeables, clasificados como
"contaminacién', no detiene el andlisis (los artefactos no se consideran picos
tipeables).

7.3.6.5.8.2 El lote de muestras ligadas a ese control puede continuar siendo analizado
siempre que se cumpla con:

7.3.6.5.8.2.1Realizar una busqueda mediante la herramienta “Profile Comparison” del
programa GeneMapper al 50% de probabilidad (ver PON Uso del Analizador
Genético ABI 3500) en el lote de muestras que se esta estudiando. Esta tabla se
debe de exportar en formato .csv y se debe de enviar al encargado de calidad.
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7.3.6.5.8.2.1.1 Los picos tipeables contaminantes no pueden estar presentes en los demas
electroferogramas del lote de extraccién. Si se encuentran estos picos en los
demas electroferogramas, proceder segin 7.3.6.5.9.1.2

7.3.6.5.8.2.2Notificar al encargado de calidad sobre la presencia de estos picos tipeables
contaminantes, para agregarlos al Registro de Perfiles Contaminantes de la
Seccion. Se debe enviar una copia del electroferograma del control positivo de
extraccién para que este sea archivado.

7.3.6.5.8.2.3Completar el reporte de contaminacion, detallando en los hallazgos lo realizado
en los puntos 7.3.6.5.8.2.1y 7.3.6.5.8.2.2

7.3.6.5.9 Si el control positivo de amplificacion muestra tres (3) o mas picos contaminantes
tipeables luego del reproceso de la electroforesis capilar,({se_debe de detener el
analisis del lote de muestras y proceder de la siguiente manera:

7.3.6.5.9.1 Reamplificar el CPA utilizando el mismo kit de amplificacion.

7.3.6.5.9.1.1 Si se eliminan los picos tipeables contaminantes, se debe de completar el
reporte de contaminacion detallando los pasos‘gué se llevaron a cabo hasta la re
amplificacion del CPA. Se debe ademas deyrealizar lo estipulado en 7.3.6.4.6.2.1
con respecto a la busqueda de los picos tipeables contaminantes en los demas
electroferogramas del lote de muestfas y*se debe de enviar una copia del CPA
con los picos tipeables contaminantes al encargado de calidad para que
documente los picos encontrades. ‘Este nuevo electroferograma se adjuntara al
legajo digital del caso y se continua con el andlisis de las demdas muestras y
controles.

7.3.6.5.9.1.2 Si no se eliminan los pices contaminantes en el CPA, o si se encuentra que estos
picos estan presentes\en/los demas electroferogramas del lote de muestras,
todas las muestrasgamplificadas asociadas con ese control se consideran como
inconclusas. El conjunto o lote de muestras debera ser amplificado de nuevo. Se
deberd documentar en el Formulario Estudio de marcadores genéticos (ADN
Autosomico~y “"Cromosoma Y) de cada caso asociado lo siguiente: “Para las
muestras_amalizadas en fecha XX, posterior al andlisis de los controles de
amplifiéacién® respectivos, se determind la presencia de contaminacion, la cual
invalida Mes resultados obtenidos para este lote de amplificacion. Se procede a
realizar;un nuevo proceso de amplificacion de las muestras”.

7.3.6.5.9.1.2.1 Se debera realizar un analisis de causas para determinar que ocasioné la
contaminacion y se debera enviar copia al Encargado de Calidad para su
registro y al Lider Técnico para su evaluacion. Este analisis debe de tomar en
cuenta el estudio de los diversos reactivos que se utilizaron en esa
amplificacion (asi como los diluentes), los materiales y las areas de montaje
de la amplificacidon (camaras de flujo laminar).

7.3.6.5.9.2 Si alguna de las muestras del conjunto analizadas es de cantidad limitada y/o no
pueden ser reanalizadas, o si las circunstancias del caso o laboratorio excluyen la
posibilidad de re analisis, esas muestras especiales pueden ser interpretadas con
precaucion, para esto la Jefatura de seccién y el Lider Técnico deben de ser
consultados para la revision de todo el caso.

7.3.6.5.10 Los controles positivos de amplificacidon pueden ser trabajados por duplicado para
evitar problemas en la inyeccion de la muestra, spikes, etc. Solo un control positivo
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de los que se montan en duplicado y que cuente con los resultados esperados y
adecuados es requerido para proceder con la interpretacién de las muestras.

7.3.6.5.10.1 De encontrarse picos contaminantes tipeables en alguno de los CPA, se debe
determinar que estos no estén presentes en los demas electroferogramas del lote
de extraccién (siguiendo lo estipulado en 7.3.6.2.6.2.1). Si esto no se cumple se
debe proceder segin 7.3.6.2.7.1

CONTROL POSITIVO DE AMPLIFICACION (CPA) (7.3.6.5)

Hay presencia de mas de dos picos
5 e tipeables en el CPA? (7.3.6.5.7)
£
Si No

’/ \5_ Proceda con el

Reinyecte el control o repita la electroforesis capilar (7.3.6.5.7) analisis del lote de
muettras (7.3.6.5.3)

i~
W AN
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>
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Mo (7.3.6.5.8) \
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£ i

Realizar nueva
Consulte con el Lider Téenico (7.3.6.5.9.2) amplificacién de todo
el lote de muestras

(7.3.6.5.9.1.2)

Figura 4. Diagrama del proceso de interpretacién del Control Positivo de Amplicacion

7.3.6.6 Control negativo (ADN femenino): solo para el estudio del cromosoma Y.
(Solo cuando el kit comercial lo proporciona)

7.3.6.6.1 El proposito de este control es asegurarse que el ADN femenino no sea amplificado.

7.3.6.6.2 Si se detecta algun pico por encima de los 50 RFU’s, todos los resultados asociados
con ese control seran considerados inconclusos y todas las muestras deben de ser

re-inyectadas o re-analizadas. los picos de fondo presentes deben ser
exclusivamente artefactos, y preferiblemente deben de estar por debajo del umbral
analitico.

Nota 13: Los controles de amplificacion positivos y negativos deben de ser amplificados en el
mismo termociclador y en el mismo momento en que se amplifica el conjunto de muestras a
analizar, utilizando el mismo kit de STR.
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7.3.7 Deteccion y control de contaminacion.

7.3.7.1

7.3.7.2

7.3.7.3

En la Unidad de Genética Forense, se define como la posible transferencia de ADN
producida entre personas (analistas, investigadores, etc) y objetos/superficies. Esta
transferencia puede acontecer en distintos momentos y los mecanismos y fuentes
son diversos.

El personal del Ilaboratorio debe mantenerse vigilante con respecto a la
contaminacion. Los controles positivos y negativos de extraccion permiten detectar
una posible contaminacién en la extracciéon y los controles positivos y negativos de
amplificaciéon permite detectar posible contaminacion durante el montaje de PCR.

Si se detecta algun tipo de contaminacién, el laboratorio tratara de descubrir la
fuente de la misma. La coptaminacién se ,documentaré en elfermulario REPORTE DE
CONTAMINACION, SECCION DE BIOQUIMICA, que se~enviara al Encargado de
Calidad, el cual debera analizar el informe enviado, debera,completar el registro de
los datos y enviara a la Jefatura de Seccion y al Lider=Técnico el reporte para el
analisis. Posteriormente, en conjunto, estos tres\funcionarios deberan analizar el
reporte y deberan determinar si se debe rgalizar un analisis de causas para
determinar la causa de la contaminacion (evento’ aislado o persistente) (Ver PON
Trabajo No Conforme, Acciones Correctivas, ‘AcCiones Preventivas y Mejoras).

7.3.7.3.1 En casos donde la contaminacion detectadascorresponda a muestras remitidas de la

Seccion de Patologia Forense, se debéra=informar a la Jefatura de Seccion y al Lider
Técnico, con el fin de valorar la necesidad de solicitar una nueva muestra.

7.3.7.3.2 La persona Encargada de Calidadde la seccién, debe de enviar cada cuatro meses

7.3.7.4

7.3.7.5

(por ejemplo, en los meses de Abril-Agosto-Diciembre) el acumulado de los reportes
de contaminacion detectados) en la seccidn a la Jefatura de Seccion. De ser
necesario se enviara un\eporte fuera de los meses establecidos a la Jefatura de
Seccion.

Si un analista de 1@”Seccion u otro funcionario que estuvo en contacto con las
muestras es lasfuente de contaminacion, se debe de notificar al Lider Técnico para
que éste, en_conjunto con la Jefatura de Seccién tome las acciones correctivas.

No se recomienda que los analistas de la Seccidon u otros funcionarios ingresen al
area de pre-amplificacién si presentan sintomas de gripe (tos, estornudos y
secrecion=rasal) o similares.

7.3.8 Acciones a seguir cuando existe contaminacion de una muestra con el perfil de
un funcionario o personal externo involucrado en el levantamiento y/o analisis
de la evidencia.

7.3.8.1

La presencia de ADN exdgeno en una muestra se puede visualizar por picos tipeables
en los controles negativos, presencia de alelos extra en controles positivos o
presencia de alelos extra en muestras de referencia, por ejemplo. Su deteccion es
sefial de contaminacidn en equipos, reactivos, areas de trabajo, personal (del
laboratorio o externo), asi como por un error analitico. Estas contaminaciones
pueden ser un evento Unico y aislado (como contaminacion cruzada entre dos
muestras) o puede ser persistente (como reactivos o equipo contaminado). Para
solventar un Unico evento aislado, se debe repetir ya sea la extraccion,
cuantificacion, amplificacion de STR “s y/o electroforesis capilar (ver figuras 1 a 4).
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7.3.8.2

7.3.8.3

7.3.8.4
7.3.8.4.1
7.3.8.4.2
7.3.8.4.3
7.3.8.5
7.3.8.5.1

7.3.8.5.2

7.3.8.6

7.3.8.6.1

7.3.8.6.2
7.3.8.6.3
7.3.8.6.4
7.3.8.7

7.3.8.7.1
7.3.8.7.2

7.3.8.7.3

Se considera que hay ADN exdgeno si, luego de reprocesar la muestra, se obtiene el
mismo perfil contaminante (completo o parcial).

El laboratorio mantiene en el programa GeneMapper del Analizador Genético
ABI3500 una base de datos con los perfiles genéticos de su personal, el personal de
la Seccién de Biologia y el DML. Se cuenta ademas con la misma informacién de la
base de datos de perfiles genéticos en formato .txt para poder hacer comparaciones
de perfiles utilizando el software ArmedXpert.

El laboratorio debe contar con procedimientos establecidos que ayuden a:
Minimizar el riesgo de contaminacién.

Detectar la contaminacion.

Documentar e implementar medidas correctivas para incidentés de contaminacion.
Los procesos de deteccion de la contaminacion incluyens

Revision y evaluacion de los perfiles de controlessde extraccion y de amplificacion
(esto se facilita tanto mediante el programa GeneMapper del analizador genético
ABI3500 como con la herramienta de comparacion de Perfiles de ArmedXpert y su
capacidad de establecer un perfil de control“positivo de referencia, asi como los
perfiles genéticos del personal de planta eontra el que se hace la comparacion una
vez finalizada la corrida).

Revisidon general de los perfiles de un“lote de amplificacion (esto se refiere a la
practica de comparar todos los perfiles contra todos los perfiles de un mismo lote de
amplificacion mediante las herramientas que brinda el programa GeneMapper del
analizador genético ABI3500. o la herramienta de comparacion de Perfiles de
ArmedXpert. De esta manera/se puede diferenciar por ejemplo una contaminacién
puntual por un mal pipeteo de una contaminacién generalizada por un reactivo
contaminado)

El laboratorio debe\fmhantener una base de datos de perfiles contaminantes de los
que se desconoce el origen (Registro de Perfiles Contaminantes, bajo la tutela del
Encargado ,de\, Calidad), ya que puede haber ocasiones en las que el laboratorio
detecta contaminaciones o contaminantes en repetidas ocasiones. Lo mas comun es
que estos perfiles reproducibles se detecten en los controles negativos.

Mediante la creacién de la base de datos de Registro de Perfiles Contaminantes, el
laboratorio podra:

Aislar el perfil de un consumible especifico.

Aislar el perfil de un investigador externo al laboratorio.

Aislar el perfil de un miembro especifico del laboratorio o del DCF.

El laboratorio debera a futuro y cuando esto sea posible, contar con los perfiles de:
Personal de construccién o mantenimiento que entra a las areas del laboratorio.

Perfiles de ADN de visitas al laboratorio en areas de acceso restringido (pre-
amplificacion).

Perfiles de ADN de empleados que brindan servicios técnicos al laboratorio.
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7.3.8.8 Una vez que se ha detectado ADN exdogeno en una muestra se deben sequir
los siguientes pasos:

7.3.8.8.1 Utilizar de ser posible una muestra alternativa para que sea procesada desde la
extraccién (un nuevo recorte de la muestra, por ejemplo).

7.3.8.8.1.1 Una nueva extraccion, amplificacién o electroforesis de la misma muestra que se
determind como contaminada puede servir como una muestra alternativa.

7.3.8.8.2 Si existen otras muestras de la escena del crimen que pudieran servir para el mismo
propodsito, se pueden utilizar como muestras alternativas: Otra muestra de la ropa
interior se puede utilizar en casos de asalto sexual.

7.3.8.9 La muestra que contiene al ADN exdgeno se debe reportar en las Observaciones del
Formulario:  Lista de Verificacié,n de Cumplimientos del Procedimiento
INTERPRETACION DE PERFILES GENETICOS, de la sigdiente’ manera (NO se debe
incluir el nombre de la posible fuente de contaminacion).

7.3.8.9.1 Si tiene una fuente Unica de ADN: "la muestra“~XXXX, no se puede utilizar para
comparaciones debido a que aparenta contener ADN consistente con un miembro
"del personal de laboratorio”, "médico foremnse! _u “otros”. Se utiliza entonces la
muestra XXXX, para realizar las comparaciones™:

7.3.8.9.2 Si una muestra contiene una mezcla de ADN y todos los alelos de la fuente de
contaminacion (ADN exdgeno) aparécem» en la mezcla, se debe documentar lo
siguiente en el reporte del caso: "la muestra XXXX contiene una mezcla de ADN. La
mezcla es consistente con up~miembro "del personal de laboratorio”, "médico
forense" y al menos X individuos. La muestra no serd utilizada para comparaciones”.

7.3.8.9.3 Si la muestra analizada es/de‘cantidad limitada y/o no pueden ser reanalizadas, o si
las circunstancias del case“e~laboratorio excluyen la posibilidad de re analisis, esas
muestras especiales puedén ser interpretadas con precaucion, para esto la Jefatura
de seccién y el Lider Técnico deben de ser consultados para la revisién de todo el
caso.

Nota 14: Todas las notas.del caso relacionadas al descubrimiento del ADN exdgeno deben ser
revisadas por el encargado de Calidad, el Lider Técnico y la Jefatura de Secciéon. Ademas, se
debe completar elformdlario Reporte de Contaminacion, Seccion de Bioquimica y se debe
enviar via correo electrénico al Encargado de Calidad para su archivo y al Lider Técnico para su
analisis.

7.3.9 Procedimientos analiticos.

7.3.9.1 Todos los procedimientos analiticos que se realizan en la Seccidn deben de estar
debidamente descritos y establecidos en los diferentes Procedimientos de Operacion
Normados Especificos.

7.3.9.2 Siempre se deberan procesar las muestras dubitadas en momentos diferentes de las
muestras indubitadas.

7.3.9.2.1 El término “Procesar” incluye recorte de muestras, extraccién de ADN, cuantificacion
de ADN, amplificacion de ADN e interpretacion de resultados obtenidos. Lo anterior
debe quedar adecuadamente documentado por medio de las fecha y horas de
analisis en los formularios de trabajo utilizados y/o el analista responsable.
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7.3.10 Aspectos basicos sobre interpretacion de resultados.

7.3.10.1 Todas las conclusiones del dictamen estan basadas en datos cientificos obtenidos de
los analisis realizados, incluyendo los controles apropiados.

7.3.10.2 Llas interpretaciones se realizan objetivamente, debiendo ser consistentes entre
diferentes analistas y respetando los umbrales establecidos por el laboratorio
(umbral analitico, umbral estocastico, proporcidn de heterocigocidad, proporcién de
contribuyentes de perfiles mezcla, entre otros).

7.3.10.3 En caso de que algun marcador y/o perfil genético no se reporte, se debera
documentar en el apartado de Observaciones del Formulario: Lista de Verificacion de
Cumplimiento del Procedimiento: INTERPRETACION DE PERFILES GENETICOS, el
(los) motivo(s) por el (los) cual(es) no se utilizan para el andlisis y/o reporte.

7.3.10.4 Toda coincidencia encontrada en el analisis e interpretacion ‘de resultados debera ser
informada en el Dictamen Pericial, incluyendo coincidencias/entre indicios.

7.3.10.5 Anadlisis de STR's:

7.3.10.5.1 El objetivo del analisis en la Unidad de Genética Forense es obtener el perfil
genético de el o los donadores de las muestras cuéstionadas para ser posteriormente
comparados con los perfiles genéticos{de“referencia. Los perfiles genéticos se
obtienen en un electroferograma, la interpretacion de los genotipos se basa en los
patrones de picos, que son representaciones visuales de alelos de ADN.

7.3.10.5.1.1 En el Anexo 1 se presenta un)Diagrama de Toma de Decisiones para la
interpretacion de electroferagramas de STR.

7.3.10.5.2 Un pico (alelo) es una forma alternativa en que puede presentarse un marcador
genético, es una seccién.triangular distintiva del electroferograma.

7.3.10.5.3 Los perfiles genétices son determinados por el analisis de los alelos con el tinte
molecular, la alturaten RFU 's y el peso adecuado en un locus particular.

7.3.10.5.4 Cada perfil/genético identificado por el software de genotipificacion se debe
comprobar para confirmar que cuenta con las asignaciones alélicas correctas.
Mientras que ‘el' software GeneMapper puede ayudar con este proceso, no hay
sustitucién ‘para su revision por un analista calificado. (Ver PON Uso y Manejo
Analizador Genético ABI3500)

7.3.10.5.5 Umbral estocdstico: valor, en RFU s por encima del cual, es razonable admitir
que no ha existido una pérdida alélica (drop-out) en marcadores heterocigotos, y por
tanto, se asume que la presencia de un solo alelo debe considerarse como un
genotipo homocigoto para ese locus; por debajo de este umbral, aumenta la
probabilidad de mostrar picos en desequilibrio (relaciéon de altura de los picos
inferiores al 60%). Butler (2006). Cantidades de ADN minimas (pre amplificacion)
producen fendmenos estocasticos que se manifiestan desde un desbalance alélico
hasta pérdida alélica, con el consiguiente riesgo en la interpretacion final del
resultado.

7.3.10.5.6 Limite de deteccion 6 Umbral analitico: Es el valor, en RFU’s que, en las
condiciones analiticas empleadas por el laboratorio, genera la confianza suficiente
para asegurar que cualquier pico por encima o igual a ese umbral, es realmente un
amplicon de PCR (Budowle et al., 2009). Se trata, por tanto, del valor por debajo del
cual los picos no pueden ser distinguidos del ruido de fondo (Butler, 2006). En
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definitiva, nos permite discriminar entre un pico y el ruido de fondo, y es
dependiente de las condiciones y sistemas analiticos.

7.3.10.5.7 Porcentaje de balance de picos: describe la desproporcion entre el area o la
altura de los dos picos de un marcador heterocigoto. Se calcula para el par de alelos
en cada marcador o locus, dividiendo la altura del pico mas pequerio entre la altura
del pico mas elevado y multiplicandolo por 100. El resultado se expresa entonces
como un porcentaje, y se denomina relacion de altura de pico, o PHR. Un aspecto
clave para evaluar la calidad de un perfil es una evaluacion de la relacion de altura
de pico de los alelos hermanos heterocigotos potenciales: picos intra-locus en una
muestra de fuente Unica. Es un método para cuantificar el grado de equilibrioy / o
asociacion potencial entre alelos hermanos posibles.

7.3.10.5.8 Un alelo reportable y verdadero es un pico con forma_triangular distintiva en un
electroferograma que es igual o superior al umbrall analitico. Para el analisis
autosémico de STR, las alturas de los picos¢~del/ alelo homocigoto son
aproximadamente el doble que las de los heterocigotos’como resultado de una sefial
de duplicacién de dos alelos del mismo tamafo. koS, picos heterocigotos deben estar
balanceados en al menos un 60%.

7.3.10.5.9 \Variantes “off ladder”: Las escaleras alélicasrepresentan los alelos mas comunes
en cada locus y se establecieron a través de |a evaluacién de datos de varios cientos
de individuos. Se sabe que los alelos_dentro de los loci STR varian mucho entre
individuos, y las escaleras de kit ne=representan todos los tipos posibles. Los alelos
que se encuentran fuera de las categorias representados en la escalera se conocen
como alelos fuera de escaleral (OL). Cuando se obtenga un pico que el software
analizador genético no pueda interpretar como un alelo conocido, la muestra se debe
de reinyectar o reamplificar.

7.3.10.5.9.1 Si el pico se mantienelsin definir después de la reinyeccion o reamplificacion, se
nombrara de acuerdo, a la nomenclatura de variantes alélicas y alelos fuera del
rango de la escalera (Butler, J. M. 2010, Fundamentals of Forensic DNA Typing;
Elsevier Academic Press: Estados Unidos).

7.3.10.5.9.2 Si estagvariante se encuentra en dos o mas muestras con el mismo perfil, 6
Padre=Hijo,/Madre Hijo, 6 entre familares directos (abuelos, tios o hermanos), no
se requiere reinyectar o reamplificar.

7.3.10.5.9.3 Si el alelo es mas pequefio que el menor pico de la escalera alélica, o mas grande
que el mayor pico de la escalera alélica, el alelo sera designado como menor que
(<) o mayor que (>) el primer o el uUltimo alelo de la escalera alélica,
respectivamente.

7.3.10.5.9.4 Envio de datos al NIST (National Institute of Standards and Technology):

7.3.10.5.9.4.1 Con la finalidad de recopilar los datos generados por la Seccion de
Bioquimica en cuanto a variantes alélicas de STRs autosdmicos y de cromosoma
Y (OLs, trialelos o duplicaciones, otras mutaciones), se va a centralizar esta
funcion en alguno de las y los analistas de la seccién designados por la Jefatura
de Seccidn. Posteriormente, dichos datos seran reportados periédicamente a la
STRBase del NIST por este analista.

7.3.10.5.9.4.2 Todo lo que sea enviado a este analista debe de corroborarse segun lo
establecido en el presente procedimiento.
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7.3.10.5.9.4.3 Para el envio de variantes alélicas a la STRBase se requiere conocer la
siguiente informacién:

7.3.10.5.9.4.4 Locus, Allele Designation (Designacion de Alelo), Allele Size (Tamafio de
Alelo), Instrument (Instrumento utilizado), Amplificaton Kit (Kit de Amplificacion
utilizado), Verification and/or Conformatin method(s) (Método(s) de verificacién
y/o confirmacion por ej. re-extraccion, re-amplificacidon, re-inyeccion,
secuenciacion), Notes (Notas, por ej. muestra dubitada y/o indubitada,
paternidad, alelo X amplifica repetidamente a mucho menor altura en RFU que
Y), Frequency (Frecuencia, nimero de veces que se ha observado).

7.3.10.5.9.4.4.1En la web https://strbase.nist.gov/ se pueden encontrar ejemplos.

7.3.10.5.9.4.5 Tomar en cuenta que en el caso especifico del mareador D18S51, existen
variantes conocidas y ya descritas, de alto peso molecular (ver Anexo 7). El
Laboratorio de Bioquimica cuenta con los datos de desighacion alélica para estas
variantes en los kits Globalfiler, Globalifler Express‘y Fusion.

7.3.10.5.9.4.5.1Cuando se encuentre alguna de estas variables en un electroferograma, la
misma no se debe se reportar como un OL sino con la designacion
correspondiente a su peso moleculardver Anexo 7).

7.3.10.5.9.4.5.2Se debe ademas colocar la siguiente *nota en los formularios periciales de
interpretacion de marcadores_genéticos en casos penales o en la tabla de
genotipos:

7.3.10.5.9.4.5.2.1 “*Alelos descritos en:~AwMorales-Valverde, et al., Characterisation of 12
new alleles in the STR system D18S51, Forensic Science International:
Genetics Supplement Series 2 (2009) 43-44"

7.3.10.5.9.4.5.3No es necesarig “=realizar los procesos de confirmacion descritos
anteriormente.

Nota 15: En los formularios\periciales de interpretacién de marcadores genéticos en casos
penales o en la tabla deswgenotipos de casos de paternidades se incorporara la siguiente
leyenda: “*Nomenclaturande variantes alélicas y alelos fuera del rango de la escalera segun:
Butler, J. M. 2010, Fundamentals of Forensic DNA Typing,; Elsevier Academic Press: Estados
Unidos”.

7.3.10.5.10 Haplotipo de Cromosoma Y: El haplotipo de CrY es un conjunto de variaciones
del ADN, o polimorfismos, que tienden a ser heredados juntos. Es una combinacion
de alelos que se encuentran en el mismo cromosoma.

7.3.10.5.1 Tri-alelos: Un sistema tri-alélico es aquel locus que contiene tres distintos alelos,
en vez de dos.

7.3.10.5.1.1 Para asegurarse de que el tri-alelo es verdadero, la muestra se debe de
reamplificar y correr una segunda vez. Sin embargo, si esto se observa en
multiples muestras del mismo caso, el trialelo se puede dar por confirmado.

7.3.10.5.1.1.1 Si hay evidencia clinica de que el paciente presenta Sindrome de Down o
Trisomia 21 y esta informaciéon se anota en los formularios de toma de muestra
no es necesario realizar lo indicado en el punto 7.3.10.4.11.1

7.3.10.5.1.2 Si el trialelo no puede ser confirmado, el locus se debe de reportar como
inconcluso o se debe de reportar el caso con una nota técnica (para estos casos
se debe de consultar con el Lider Técnico).
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7.3.10.5.1.3 Se debera considerar que se han descrito tri alelos en muchos de los marcadores
que se estudian en la Seccidn de Bioquimica, por lo tanto en caso de que
aparezcan y estén descritos en https://strbase.nist.gov/tri_tab.htm no es
necesario realizar lo indicado en el punto 7.3.10.4.11.1

Nota 16: De presentarse esta situacion se debe agregar un asterisco al Tri-alelo y la siguiente
nota al pie del cuadro de genotipos: “*Presencia de tres alelos en un marcador STR,
tratamiento estadistico y observaciones de acuerdo con: Crouse, C., Rogers. S., Amiott, E.,
Gibson, S. and Masibay, A. (1999) Journal of Forensic Sciences, 44, 87-94. y Zamir, A.,
Shpitzen, M., Oz, C., Motro, U., Meiner, V. and Gafny, R. (2002) Journal of Forensic Sciences,
47 (4), 1-3.”

7.3.10.5.2 Artefactos: son picos que pueden alterar la lectura de_los resultados obtenidos
en el andlisis y que se podrian confundir con alelos verdaderos. Entre ellos se
encuentran:

7.3.10.5.2.1 Spikes: Son picos artificiales que se observan generalmente en al menos dos
colores, exactamente en el mismo lugar del electroferograma y sélo se observan
en electroforesis capilar. Pueden ser causados poy cristales de urea en el capilar,
cambios de corriente u otras situacionesyrelacionadas con el instrumento. Un
spike no exhibe la misma morfologia quéwun pico, es mas agudo y angosto.

7.3.10.5.2.2 Stutter: son el resultado del deslizamiento de la Taq polimerasa durante la
amplificaciéon. Los picos stutters“@parecen con una frecuencia determinada y
deben diferenciarse en casos dé posibles mezclas de perfiles genéticos. Los mas
observados presentan cuatro (4) bases menos que el pico principal (n-4).
También se pueden observar stutter con cuatro (4) bases mas (n+4),
especialmente cuandoshay cantidades excesivas de ADN. Se debe prestar
especial atencion al «efecto de usar baja cantidad de ADN en la formacién del
producto de stuttergeconfusion con efectos estocasticos).

7.3.10.5.2.2.1 La propercion “del producto de stutter con relacion al alelo principal
(porcentaje de tartamudeo) se mide dividiendo la altura (o area) del pico de
tartamude¢ portla altura (o area) del pico del alelo principal. La Secciéon de
BioquimiCa, utiliza el valor definido por la casa comercial para el porcentaje de
tartamudeo para cada locus para el analisis de datos y la interpretacién.

7.3.10.5.2.2.2 Es importante que los analistas sean conscientes de que los productos de
stutter afectan la interpretacion de los perfiles de ADN, particularmente en casos
en que dos o mas individuos pueden haber contribuido con ADN a la muestra.
Picos por encima del valor calculado para cada locus pueden indicar la presencia
de mezclas, debido a que los productos de tartamudeo son de la misma longitud
que los productos de PCR de alelo reales. Si se observa un porcentaje de stutter
superior al que corresponde a cada marcador se debe descartar la presencia de
mezclas.

7.3.10.5.2.2.3 La interpretacion de la mezcla requiere que los analistas tengan una
buena comprensién del comportamiento del stutter en muestras de una sola
fuente. Es por esta razén que los analistas deben estar familiarizados con los
datos de los estudios de validacion interna de la Seccion de Bioquimica, utilizados
para caracterizar la posicion y el porcentaje de productos de tartamudeo
comunmente vistos para el flujo de trabajo especifico del laboratorio.
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7.3.10.5.2.2.4

Se debe también considerar el stutter elevado que es un stutter que se
debe a la combinacién de un stutter positivo (n+4) de un alelo con un stutter
negativo (n-4) de un pico intercalado (el stutter elevado queda en el medio de
dos picos verdaderos). Esto provoca que, por la combinacion de ambos stutter, el
stutter elevado se marque como un pico verdadero, siendo en realidad un
artefacto

Delecién causada por
deslizamiento en la cadena
copia inferior

n-4
producto
stutter

aata | {oata |-*
CLCUR 1T}

30 et orat F et H CTAT

. e 3

Figura 5. Formacién de picos stutters.

7.3.10.5.2.3 Adiciéon de nucleétidos independiente-del templado (-A): Este fendmeno

se presenta cuando la amplificacién’se realiza con un exceso de ADN. La Taq
polimerasa suele afadir una Adenina ‘(A) al extremo 3’ (adenilacién). Para
favorecer la adicién se anade una ‘etapa final de extension (15 a 45min a 60 &
720°C) Todos los amplicones son sometidos a la adicion de una Adenina en la cola
del mismo. Este proceso provoca que cada amplicén sea un nucleétido mas
pesado. Cuando la amplificacion se lleva a cabo con un exceso de ADN con
respecto a la capacidad) de polimerizacion de la enzima, la cantidad de
amplicones que van a.existir al final de los ciclos de amplificacion del PCR va a
ser demasiada parasla“enzima, por lo que no a todos los amplicones producidos
se les podrad agregar la cola de adenina. Esto es comun, ademas, cuando
tenemos un_éxceso de ADN amplificado o cuando la amplificacion se realiza en
condiciones$ sub=optimas.

| .

| -

Figura 6. Ejemplos de Adicién de nucledtidos independiente del templado (-A)
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7.3.10.5.2.4 Pull-up: Se presenta como pequefios picos artificiales en otros colores sobre el

pico verdadero. Es el

resultado de una sobreposicion espectral

entre

fluorocromos. Esencialmente, el pull-up sucede cuando la calibracidon espectral no
compensa completamente la sefial que se observa en el detector CCD. Los datos
sobresaturados también pueden causar que un tinte se desplace hacia otro color.
La sobreabundancia de fragmentos de ADN marcados con tinte da como
resultado un pull-up debido a una sefial de detector de CCD saturada.
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Figura 7. Pull-up desde el canal amarillo'/ negro (TMR) al canal verde (JOE), se muestra
como un pico (OL) modificado que se ha cambiado para indicar pull-up (PU).

7.3.10.5.2.5 Burbujas de tinte o dye blob’s (Artefactos de amplificacion o
deteccion): Son tintes o “dyes” de cebadores (primers) que se desasocian de
este. Este fendmeno“ocurre naturalmente en el tiempo: los tintes moleculares se
sueltan aleatoriamente del cebador (primer) al cual estan ligados. No es
reproduciblen Estos fendmenos se ven dentro del dmbito o rango de analisis del
electroferograma. Pueden enmascarar datos reales. Son picos mas anchos que
los picos reales y se ven tipicamente en un solo color. Si los reactivos de
amplificacién guardan las cadenas de frio y se almacenan correctamente, la
aparicién de los mismos disminuye. Si los problemas persisten, la muestra se
puede volver a correr (es decir, volver a inyectar), volver a amplificar, o puede
realizarse una etapa de limpieza de la unidad de filtro (por ejemplo, Microcon®

100).

[OL Atete 72
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Figura 8. Ejemplos de burbujas de tinte en electroferograma.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestidn de Calidad




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES

VERSION 19

PAGINA: 46 de 187

GESTION DE CASOS E INTERP,RETACI()N DE
RESULTADOS, UNIDAD DE GENETICA FORENSE,
SECCION DE BIOQUIMICA

P-DCF-ECT-BQM-52

7.3.10.5.2.6

7.3.10.5.2.7

Shoulder (Artefactos de amplificacion o deteccién): Este artefacto se debe
a una amplificacion excesiva de ADN (por una cantidad inicial elevada) o porque
se agregd demasiado producto amplificado a la electroforesis capilar. Lo que esto
provoca es que los picos sean muy anchos y se salgan del BIN determinado para
el alelo, haciendo pensar que existe un pico adyacente inexistente (normalmente
marcado como OL). El pico mantiene su forma, pero su base es excesivamente
ancha y se cuela en el espacio adyacente.

Linea Base Elevada o Ruidosa: El ruido describe una serie de picos de fondo
no reproducibles que ocurren naturalmente a lo largo de la linea de base en
todas las muestras. Una amplia variedad de factores, incluyendo las fluctuaciones
de corriente amplificadas dentro de los circuitos electrénicos, burbujas de aire,
cristales de urea y contaminacion de la muestra, puedenerear ruido excesivo. Si
una sefal de ruido de fondo es lo suficientemente~grande (cerca del umbral
analitico), podria confundirse con un pico alélico, o ‘incluso enmascarar un pico
alélico de bajo nivel. En ocasiones, una linea de base elevada puede ocurrir en
una o varias porciones de un electroferograma, La linea de base elevada
aparecera como elevaciéon no especifica d€ Ia\lihea de base, haciendo que la
sefial sea marcada por el software. Estasssefiales etiquetadas no suelen mostrar
una morfologia de pico adecuada, porlo que es facil identificarlos como
artefactos. Un aumento en la ohservacién de artefactos de linea de base
elevados en las muestras a lo largo_del tiempo puede indicar un problema con el
instrumento o que la ventana de=deteccion se encuentra sucia.
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Figura 9. Un ejemplo de linea de base elevada en el locus D8S1179, indicado en el circulo

7.3.10.5.2.8

rojo.

Degradacion del ADN: La degradacion del ADN es un proceso por el cual el
ADN se descompone en fragmentos mas pequenos. Una variedad de mecanismos
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7.3.10.5.2.8.

7.3.10.5.2.9

7.3.10.5.2.9.

7.3.10.5.2.9.

7.3.10.5.2.9.

podria generar degradacion del ADN, incluyendo procesos enzimaticos y
quimicos. A medida que las moléculas de ADN se dividen al azar en fragmentos
mas pequefios, las regiones STR donde se pueden enlazar los cebadores
(primers) se pueden fracturar. Si estas regiones STR no permanecen intactas, la
amplificacion no tendra éxito o se reducira. La degradacidon es mas probable que
ocurra en un locus STR grande antes de ocurrir en un locus STR mas pequefio.
Generalmente, la degradacion puede ser facilmente identificada debido a que las
alturas de pico exhiben una pendiente descendente de izquierda a derecha a
través del electroferograma (a veces referido como el efecto de pendiente de
esqui). El proceso de degradacidon puede reducir la altura de algunos alelos,
haciéndolos demasiado bajos para distinguirse del ruido de fondo en los datos.
En muestras de ADN gravemente degradadas, no se obtendran resultados. Dos o
mas muestras biolégicas que forman una mezcla puedenr mostrar diferentes
niveles de degradacion, lo que puede complicar{la \interpretacion de estas
muestras de mezcla.

1 El reporte del proceso de cuantificacion de ADN que se utiliza en la
Seccién de Bioquimica brinda informacidn qon ‘respecto a la posible degradacion
en cada extracto cuantificado (ver Procedimiento para la cuantificacion de ADN
utilizando el termociclador PCR en TiempesReal ABI7500).

Efectos estocasticos: Se puedé, observar un desequilibrio heterocigotico
inducido estocasticamente en el andlisis de STR debido al bajo nimero de copias
de ADN inicial en muestras forenses.

1 Los efectos estocasticos resultan de una amplificacién desigual de los dos
alelos presentes en un locus+heterocigético cuando un nimero bajo de cadenas
de ADN molde estan presentes al comienzo del proceso de amplificacion.

2 Bajo una cendicion en la que hay una cantidad de ADN limitada, los
cebadores (primers) de PCR usados para amplificar un locus pueden no encontrar
su blanco por \lo™~que pueden hibridarse a porciones representativas de las
moléculas deyADN presentes en la reaccion de amplificacion.

3 Loswefectos estocasticos se observan en las reacciones de PCR con niveles
de ADNj\inicial por debajo de 100pg de ADN, o alrededor de 15 copias diploides
de ADNgendmico.

7.3.10.5.2.9.4 Cuando se produce una amplificacion desigual de los alelos al comienzo de

7.3.10.5.2.9.

la amplificacion, se puede observar un desequilibrio entre los alelos hermanos o
puede haber un fallo en la deteccién de uno o ambos alelos. La pérdida de ambos
alelos se denomina drop-out en el locus, mientras que la pérdida de uno de los
alelos se denomina drop-out del alelo.

5 Los efectos estocasticos no pueden evitarse cuando se amplifican
muestras con bajas cantidades de ADN. Cabe destacar que en muestras que
contienen una mezcla de ADN de mas de un individuo, los resultados de la
cuantificacion no informaran al analista con respecto a la cantidad de ADN
presente de cada contribuyente individual. Los efectos estocasticos potenciales
que se pueden observar (individual o colectivamente) cuando se amplifican
niveles bajos de ADN molde sin utilizar ningin método de deteccion mejorado
son: Desequilibrio pico intra-locus, dropout de alelos, Locus drop-out, stutter
elevado.
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7.3.10.5.2.10 Drop-out alélico: El drop-out alélico o la pérdida de alelo ocurre cuando
se genotipea una muestra y uno o mas alelos no estan presentes. Esto puede
deberse a una variedad de factores: La cantidad de ADN inicial es demasiado
baja; degradacion de la muestra; un inhibidor presente y/o existe una mutacion
en el sitio de unién del cebador (primer) dando como resultado la falta de
amplificacion de uno o mas alelos en la muestra.

7.3.10.5.2.11 Alelo nulo: Un alelo nulo es un alelo que esta presente en las cadenas de
ADN molde, pero no se amplifica. Una mutacion del sitio de unién del cebador
(primer) puede inhibir la amplificaciéon para ese alelo y resultar en un alelo nulo
(es decir, drop-out alélico del alelo afectado para el individuo) interrumpiendo la
hibridacion del primer. Si un individuo es heterocigoto y tiene una mutacion del
sitio de unién del cebador (primer) para uno de los{alelos, el individuo se
genotipeara como homocigoto. Al comparar los resultados de la tipificacion de
ADN de diferentes kits, los alelos nulos (debido_a las/mutaciones del sitio de
union del primer) pueden dar lugar a genotipos discrepantes de ADN en un locus.
En consecuencia, es importante entender que,‘aungue los alelos nulos son raros,
deben considerarse en la interpretacion de Igs electroferogramas.

7.3.10.5.2.12 Otros: Fluctuaciones significantes_ d€ temperatura pueden resultar en
variaciones de tamano entre inyecciones de tal manera que los picos de la
escalera alélica difieran en mas de ‘9.5'%b de los picos de otras muestras. Esto
puede interferir el analisis de las=muestras cuando se utiliza el programa
GeneMapper ID-X. Analizar mdestras inyectando escaleras alélicas cerca de las
muestras puede solventar el’probléma. De presentarse ese problema, la muestra
y la escalera alélica deben de ser re-inyectadas para confirmar el perfil obtenido.
Se pueden presentar picos de un solo color. Se demuestra que son artefactos re-
inyectando la muestra.

Nota 17: Ningln pico que esta por encima del umbral analitico se debe eliminar del
electroferograma. Se debe especificar en el electroferograma a que corresponde cada pico. (Ver
Procedimiento para el Uso y\Manhejo del Analizador Genético 3500).

7.3.11 Deteccion de un\perfil genético unico.

7.3.11.1 Un electroferograma es consistente con provenir de un unico individuo cuando en
cada marcador se presentan uno o maximo dos alelos. Esto después de eliminar
todos los*artefactos que se presenten en el electroferograma. Tomar en cuenta que
pueden existir los marcadores (locus) trialélicos, que se aceptan en maximo dos
marcadores (Ver Anexo 1).

7.3.11.2 Un perfil genético Unico sera aceptable cuando:

7.3.11.2.1 Todos los picos se encuentren por encima del umbral estocastico definido en el
laboratorio para el kit utilizado (ver informes en la unidad electrénica definida por la
Jefatura de Seccién). Los electroferogramas se deben digitalizar con la altura de los
picos (RFUs). Los picos por debajo del umbral estocdstico no pueden ser tomados en
cuenta para el andlisis del perfil genético.

7.3.11.2.1.1 Es permitido realizar la repeticion de la electroforesis capilar utilizando mayor
cantidad de producto amplificado y/o repetir el proceso de amplificacion de PCR.

7.3.11.2.2 Los picos deben ser menores a 30.000 RFUs. Se aceptard un maximo de tres
marcadores por arriba de 30.000 RFUs, esto valorando el perfil en su totalidad.
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7.3.11.2.2.1 Es permitido realizar la repeticion de la la electroforesis capilar utilizando una
dilucion del producto amplificado o utilizando un programa de electroforesis con
un diferente tiempo de inyeccidon (para el caso de GlobalFiler se puede utilizar el
programa de GlobalFiler Express)

7.3.11.2.3 Balance de heterocigotos (Relacidn de altura de pico) del 60%. Se debe
considerar lo siguiente:

7.3.11.2.3.1 La Amelogenina se debe valorar como un marcador independientemente, por lo
que es permitido que presente un desbalance entre el 50-60%.

7.3.11.2.3.2 Para el resto de los marcadores se acepta como maximo que dos marcadores
presenten un desbalance entre el 50-60%.

7.3.11.2.3.2.1 En caso de trisomia del marcador 21 se aceptan desbalances menores al
50% (D21S11 y Penta D)
7.3.11.2.3.2.2 Cuando se obtienen alelos de alto peso malgeular, como por ejemplo los

marcadores SE33 y D18S51 del kit GlobalFilefy/o%los marcadores D2251045 y
TPOX del kit PowerPlex Fusion se permitird que“los balances de heterocigotos
sean de un 40% o superior.

7.3.11.2.3.3 Solo se permite un desbalance menof a“50% en un marcador, el cual se debe
eliminar, colocando la leyenda NC (Ne Concluyente).

7.3.11.2.3.3.1 Para casos de perfiles Uniees\provenientes de indicios con cantidad de ADN
limite cercano al limite de deteccion, se deberan reportar la mayor cantidad de
marcadores posibles respetando el balance de heterocigosidad mayor al 60%
definido en los procesos_de ‘validacion. Todos los marcadores por debajo de esa
proporcién se deberan ([declarar como No Concluyentes.

7.3.11.2.3.3.2 En caso de quedexisten mas de dos marcadores con desbalance entre el
50-60% se seleccionan los dos marcadores con menor desbalance para reportar
y los demas se‘répertan como No Concluyente, excepto la situacién indicada en
el punto 7.37112.3.2.2.

7.3.11.2.3.4 Si son 2#onmas marcadores con desbalance por debajo del 50% se debe repetir la
electroferesis capilar con mas producto amplificado y/o repetir la PCR con el fin
de determinar si este fendmeno es debido a un efecto estocdstico y asi
demaostrar reproducibilidad.

7.3.11.2.3.5 Los requisitos de relacién de altura de pico establecidos por el laboratorio sdlo
son aplicables a picos alélicos que cumplan o excedan el umbral estocastico.

7.3.11.2.4 Se acepta un perfil Unico como reportable si al menos once (11) marcadores
cumplen con las especificaciones anteriores (7.3.11.1 en adelante).

Nota 18: Se espera obtener perfiles parciales en muestras que presenten degradacion, bajas
cantidades de ADN vy/o inhibicidon, siendo fundamental la correcta interpretacién de la
cuantificacion. Es primordial contar con la mayor cantidad de marcadores genéticos posibles en
los perfiles genéticos, con el fin de brindar la mayor robustez estadistica posible al analisis de
comparacion.

Nota 19: Para el caso de restos 6seos de origen masculino que son desconocidos (sin indicios
y/o familiares para hacer comparaciones), donde sélo se logre la amplificacién solamente de la
cantidad minima de marcadores autosomicos (11 marcadores), se debe realizar el estudio ADN

Mitocondrial y de marcadores de cromosoma Y.
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7.3.11.2.5 Con respecto a picos Unicos en un marcador, se debe considerar el potencial que
tiene ese alelo de ser un falso homocigoto por ocurrencia de drop-out. Para eso se
debe:

7.3.11.2.5.1 Ser cauteloso al interpretar muestras que presenten un patron de degradacion
(tomando en cuenta el perfil genético en general). Sin importar la altura de los
picos marcados en otros locus, si el pico en el locus en cuestion es menor al
umbral estocastico, este puede ser un falso homocigota.

7.3.11.2.5.2 Ser cauteloso al interpretar muestras cercanas al limite de deteccion definido en
los informes de validacion de los kits de amplificaciéon utilizados, ya que cerca de
estos limites la probabilidad de drop-out es mayor.

7.3.11.2.6 La Seccidon de Bioquimica cuenta con kits de amplifieacion de marcadores
genéticos cuyos conjuntos de imprimadores son diferentes, éntre si a pesar de que
podrian amplificar el mismo blanco de ADN (marcador genético). Dado lo anterior es
permitido obtener un perfil genético complementario,\glte sera aquel que se genera
a partir del montaje de un mismo extracto con ahmenos dos kits complementarios
entre si, por ejemplo, GlobalFiler y Powerplex Eusion. De realizar este tipo de
amplificacion se deberda agregar en observaciones del formulario Estudio de
marcadores genéticos (ADN Autosdémicor Y/ Cromosoma Y) o en el Formulario
“Interpretacion de perfiles genéticos”# cual® fue el andlisis realizado y cuales
marcadores se obtuvieron a partir de cual kit de amplificacion.

7.3.12 Deteccidon de perfiles genéticos mezcla:

7.3.12.1 Las muestras forenses pueden (contener ADN de mas de un individuo (Ver Anexo 1).
Con el fin de definir si una_muestra forense es consistente con una mezcla de ADN
se deben cumplir una o mds de las siguientes caracteristicas:

7.3.12.1.1 Mas de dos alelos presentes en al menos dos loci. Este punto se debe cumplir
una vez que se han identificado y/o descartados posibles sistemas trialélicos y/o
presencia de artefactos:

7.3.12.1.2 Presencia de /amplicones que, en posicion stutter, se pueden definir como alelos
verdaderos/(presentan una altura, en RFUs, superior al porcentaje de stutter
definido pok la/casa comercial-media + 3 Desviaciones Estandar-).

7.3.12.1.2.1 Para\los casos en donde no es posible establecer con certeza si el amplicon es un
alelo verdadero o un artefacto tipo stutter, se podra clasificar el marcador
especifico como no concluyente (NC), siempre y cuando el perfil nho aparente
presentar posible(s) pérdida(s) alélica(s).

7.3.12.1.2.2 Para los casos donde se presuma presencia de aparente pérdida(s) alélica(s), se
deberan reportar todos los alelos amplificados y evaluar si el analisis estadistico
requiere el uso de un software que contemple el calculo estadistico de posibles
Drop In/ Drop out (como LRMix Studio) (ver punto 7.3.13.2.2).

7.3.12.1.3 Desbalance severo entre heterocigotos en mas de un marcador o locus cuando
no hay evidencia de degradacion (considerar baja cantidad de ADN al amplificar
como causa de descarte) (ver punto 7.3.13.4.5)

7.3.12.2 En la Seccidon de Bioquimica, todos los perfiles genéticos mezcla deberan ser
remitidos a otro analista para realizar una segunda interpretacion.
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7.3.12.3 La Seccién de Bioquimica realiza analisis estadistico de mezclas solamente cuando
hay presencia de un maximo de tres posibles contribuyentes. Perfiles mezcla por
encima de esa cantidad de contribuyentes no se utilizaran para analisis.

7.3.12.4 Los perfiles que se sospechan presentan un perfil genético mezcla, deben de ser
analizados utilizando el umbral estocastico del kit de amplificacion.

7.3.13 Interpretacion de perfiles mezcla.

7.3.13.1 En la Seccién de Bioquimica se sigue una modificacion de las reglas de Clayton para
interpretacion de mezclas.

7.3.13.1.1 Paso 1: Identificar la presencia de una mezcla (cantidad de alelos por marcador,
desbalance de picos, etc)

7.3.13.1.2 Paso 2: Designar los picos que corresponden a verdaderos alelos e identificar
artefactos.

7.3.13.1.3 Paso 3: Determinar el numero de contribuyentes potenciales.

7.3.13.1.4 Paso 4: Estimar la proporcién relativa dé contribucion a la mezcla de los
individuos que contribuyen a la misma.

7.3.13.1.5 Paso 5: Realizar el analisis de mezclass«

7.3.13.1.6 Paso 6: Comparar los perfiles que_setdeterminan en el analisis de mezcla contra
los perfiles de las muestras de referencia del caso.

7.3.13.1.6.1 Esta comparacidon debe realizarse posterior a la interpretacion de los
electroferogramas de las muestras dubitadas.

7.3.13.1.6.1.1 Para los casos de indicios provenientes de muestras intimas se permite
realizar la deconvolucién’de la muestra utilizando los alelos obligados de Ia
persona donadora (verpunto 7.3.13.5.1.1 y 7.3.13.7). Todas estas suposiciones
deberan ser documentadas en el apartado de Observaciones del Formulario: Lista
de Verificacién \\de Cumplimiento del Procedimiento: INTERPRETACION DE
PERFILES GENETICOS.

7.3.13.1.7 Paso 7:(Realizar los calculos estadisticos de comparacion de perfiles (si procede)

7.3.13.1.8 Como registro del proceso de interpretacion de las mezclas, se debe completar y
subir al ledajo digital del caso, el formulario Interpretacién de mezclas P-DCF-ECT-
BQM-36-R04 y/o el reporte de lectura de perfil mezcla generado mediante el
software Armedxpert (ver Anexo 2) firmado por al menos dos analistas y/o la
interpretacion de la lectura en el electroferograma firmado por al menos dos
analistas.

7.3.13.1.8.1 Como parte de la interpretacién de la mezcla, en los formularios Interpretacion
de Perfiles Mezcla o en el reporte generado por el software Armedxpert o en
electroferograma (lecturas abreviadas para replicas para LRMix Studio), se debe
documentar la siguiente informacidn y/o suposiciones:

a) indice de degradacion del ADN

b) cantidad de posibles contribuyentes

c) proporcion de los contribuyentes (de ser posible)
d) origen de la evidencia (intima o de escena)
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e) si se aplica referencia o no (en el caso de muestras intimas)
f) cantidad de ADN utilizado.

7.3.13.2 La presencia de aparente degradacion, inhibicidon o efectos estocasticos significativos
en un perfil se considerara durante el proceso de interpretacion y puede influir en las
evaluaciones realizadas en cada locus. La cantidad de ADN inicial amplificado, asi
como el nimero de contribuyentes potenciales a una muestra, afectan la forma en
que se interpreta el perfil.

7.3.13.2.1 Es posible que, cuando se tiene una mezcla de perfiles, no se obtenga el perfil
completo de uno de los contribuyentes. Esto puede deberse, entre otros factores, al
fendmeno de drop-out, porque el alelo se encuentre enmascarado en una posicién
de stutter, o por escasa cantidad/degradacién de ADN de un@“de los contribuyentes.

7.3.13.2.2 En los casos donde se obtenga un perfil genético mezela con evidente pérdida
alélica y/o degradaciéon y por lo tanto, se tengan dudas_razonables sobre los alelos
presentes, se debe de:

7.3.13.2.2.1 Si la cantidad de ADN es limitada, se debe de"“repetir la amplificaciéon una 6 dos
veces mas, para obtener réplicas del perfilrgenético.

7.3.13.2.2.2 Si se cuenta con suficiente cantidad de ADN, valorar repetir la amplificaciéon con
mayor cantidad de ADN, con el«fin\de favorecer la ampliacién del perfil
minoritario.

7.3.13.2.2.2.1 Para el analisis de este tipo de mezclas (con replicas) utilizando el
software Armexpert, se debe de escoger una de las réplicas y se debe cumplir
con lo estipulado en los puntes”7.3.13.1.8 y 7.3.13.1.8.1

7.3.13.2.2.2.2 Para el analisis, de este tipo de mezclas por medio de lectura abreviada del
electroferograma interpretado, se debe de cumplir lo estipulado en los puntos
7.3.13.1.8 y 7.3.13w1.8.1. Ademas, se puede firmar solamente uno de los
electroferogramasy/replicas analizadas, siempre y cuando se indique que la
revision fuesdentodos los electroferogramas interpretados. En el Formulario: Lista
de Verificagion de Cumplimiento del Procedimiento: INTERPRETACION DE
PERFILES GENETICOS, se deben de reportar todas las réplicas utilizadas y aptas
pararfuturas comparaciones.

7.3.13.2.2.2.3 Para el andlisis de este tipo de mezclas por medio del software LRMix
Studio, se pueden utilizar todas las replicas que hayan sido amplificadas, incluso
si existe evidencia de la presencia de Drop In o de Drop Out.

7.3.13.2.2.3 Los softwares permitidos para realizar el analisis estadistico de este tipo de
perfiles seran los debidamente validados y verificados en la Seccion y su
seleccion dependera del tipo de hipdtesis que se presente al comparar con las
muestras de referencia (LRMix Studio, GFF, Armedxpert, entre otros)

7.3.13.3 Cualquier discrepancia en la interpretacion de mezclas que se presente entre dos
analistas (encargados del caso o revisores por pares) sera resuelta por el Lider
Técnico y por la jefatura de Seccién.

7.3.13.4 Evaluacion del potencial nimero de contribuyentes.

7.3.13.4.1 El nimero minimo de contribuyentes en una muestra se debe determinar, de ser
posible, examinando el locus que presenta la mayor cantidad de alelos (con altura en
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RFUs mayor o igual al umbral estocdstico correspondiente al kit de amplificacion
utilizado, de acuerdo a los datos de validacién):

L = locus del perfil que presenta la mayor cantidad de alelos.
A= numero de alelos en el marcador con la mayor cantidad de alelos (L).

N= A/2

7.3.13.4.2 El valor resultante se redondea al nimero entero mas cercano y este definira el
ndmero minimo de contribuyentes para ese perfil genético. Un perfil que contiene
una mezcla de ADN consistente con tres personas no tendra mas de seis alelos por
locus.

7.3.13.4.2.1 En general, un perfil que contiene una mezcla de ADN consistente con dos
contribuyentes no tendra mas de cuatro alelos por locus (N=1,5-2), un perfil que
contiene una mezcla de ADN consistente con tres {ersonas no tendrd mas de
seis alelos por locus y asi sucesivamente (N=2,5-3)s

Nota 20: Es imperativo valorar por completo todos los marcadores presentes en el perfil
genético para poder definir el nimero de contribuyentesy 20 implementado en el punto
7.3.13.4.2 es una guia basica para dar inicio al procesamiento de datos que permite definir,
tanto el nimero de contribuyentes, como la proporCion=de los mismos, maxime en perfiles
genéticos con alelos por debajo del umbral estocastica.

7.3.13.4.3 La capacidad de detectar multiplesifuentes de ADN en una muestra, depende de
la cantidad de ADN de cada contribuyente presente, de la combinacion especifica de
genotipos y de la cantidad total 'de/ADN amplificado. Esto significa que algunos
contribuyentes de las mezclas, no seran tan facilmente detectables como otros
contribuyentes.

7.3.13.4.4 El ndmero de alelos“y*“sds valores en RFU, asi como el balance entre picos
establecido por el laboratorio, se puede utilizar para evaluar con mayor precision el
ndimero de contribuyentes potenciales a un perfil mixto.

7.3.13.4.5 En caso de,que.el numero de alelos y el balance entre picos no coincidan con la
posible estimacién del nUmero de contribuyentes, se debe de definir la cantidad de
contribuyentesjtomando en cuenta el criterio de la cantidad de alelos.

7.3.13.4.6 Cuandoyse comparten alelos entre contribuyentes, el evaluar con precision el
numero de’personas involucradas es un desafio que aumenta con cada contribuyente
adicional a una mezcla (por ejemplo, mezclas entre personas genéticamente
relacionadas).

7.3.13.5 Origen de las mezclas y criterios para interpretacion.

7.3.13.5.1 La interpretacion de las mezclas varia de acuerdo a su origen y complejidad. Se
definen dos categorias principales:

7.3.13.5.1.1 Mezclas obtenidas a partir de muestras intimas: en donde se asume que el
perfil genético de la persona a partir de la cual se obtiene el indicio o la muestra
estd presente. Es aquella evidencia que se obtiene a partir de elementos que
estan en contacto intimo con la persona y por tanto hacen que el perfil genético
de esta se encuentre presente: ropa intima (calzén, calzoncillo, sostén), ufias o
raspados de ufias, hisopados o muestras tomadas de la piel de la persona,
hisopados o muestras tomadas de cavidades corporales de la persona.
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7.3.13.5.1.2 Mezclas obtenidas de muestras recolectadas de escena: no se puede
asumir la presencia de sospechosos o victimas.

7.3.13.5.2 La capacidad de establecer la presencia de contribuyentes mayores y menores es
posible cuando los alelos, en un perfil genético mezcla, muestran un contraste
distinto en intensidades de sefial para los diferentes contribuyentes. Es posible que
las determinaciones de contribuyentes mayores y menores sea calculable en sélo
algunos de los loci, mientras que en los otros loci presenten varios genotipos
potenciales como posibles contribuyentes de la misma.

7.3.13.6 Estimacion de la proporcion o porcentaje de contribucion a la mezcla.

7.3.13.6.1 La contribucion de un individuo es tipicamente proporcional a su representacion
cuantitativa (en RFUs) en el perfil genético de mezcla. La proeporcion relativa de los
contribuyentes en una mezcla puede facilitar la scapacidad de separar o
deconvolucionar los perfiles de los contribuyentes.

7.3.13.6.2 Se debe evaluar la altura de los picos para determinar la proporcion de
contribucion de los donantes a una mezcla.

7.3.13.6.3 Las muestras degradadas y de baja cantidad de ADN son muy propensas a
presentar efectos estocasticos, lo que podsia“impedir que se interprete de forma
fiable los datos del perfil de mezcla.

7.3.13.6.4 Calculo de la proporcion de los‘componentes de la mezcla en mezclas de
al menos DOS contribuyentes:(Los, calculos de proporcion de picos y proporcion
de mezcla utilizan informacion del“pico (RFUs) para evaluar la proporcion relativa o
proporcion de las contribuciones de/ ADN de multiples individuos.

7.3.13.6.4.1 La proporcion de la mezcla se calcula para cada locus, dividiendo la suma de las
alturas de los picos de loes”alelos asociados con el presunto contribuyente mayor
entre la suma de las,alturas de los picos de los alelos del presunto contribuyente
menor, redondeando €l resultado al niUmero entero mas cercano.

7.3.13.6.5 Se puede realizar un calculo de porcentaje de contribucidon a la mezcla (en qué
porcentaje se presenta cada contribuyente).

7.3.13.6.5.1 Esto se‘hace dividiendo la suma de las alturas de los picos de los alelos asociados
con el presunto contribuyente menor entre las alturas de los picos de los alelos
del presunto contribuyente menor mas los picos del presunto contribuyente
mayor, multiplicando esta divisién por 100. De igual manera se hace esto para el
contribuyente mayoritario.

7.3.13.6.6 Las proporciones de mezcla y los porcentajes de mezcla son dos maneras
distintas, pero no excluyentes, para expresar informacién relacionada a la
contribucion de las personas a la mezcla.

7.3.13.6.7 La proporcion global de la mezcla se obtiene al hacer el calculo en al menos 5
marcadores y obtener un promedio relativo de las proporciones observadas. En caso
de no poder obtenerse este valor para al menos 5 marcadores, la proporcién se
declara como indeterminada. Tomar en cuenta que no siempre se va a obtener un
conjunto de valores similares, especialmente en perfiles obtenidos a partir de
muestras con degradacién del ADN (ver nota 21).

7.3.13.6.7.1 Las dos categorias de mezclas definidos en 7.3.13.5.1 se pueden categorizar, de
acuerdo a la proporcion o porcentaje de contribucidn global a la mezcla en
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perfiles genéticos que tienen un contribuyente mayor y uno menor claro (cuando
la proporcion de la mezcla es mayor a 1:3 (33%-67%), 3:1 (67%-33%)) o en las
que no se pueden separar los contribuyentes (mezclas indistinguibles, con una
proporcion menor o igual a 1:3 (33%-67%), 3:1 (67%-33%)).

7.3.13.6.8 Independientemente de las categorias de mezclas definidos en 7.3.13.5.1, en los
casos en que se tenga una mezcla con un contribuyente mayor claro y uno menor,
en la que el contribuyente minoritario se presenta de forma parcial o en una
proporcion mayor a 1:11, se permite reportar la mezcla como un perfil Unico,
especificando que el componente minoritario no cumple con los estandares de
calidad del laboratorio, por lo cual no se reporta.

7.3.13.6.8.1 Se debe de reportar el perfil mayoritario en el Formularig: Lista de Verificacién de
Cumplimiento del Procedimiento: INTERPRETACION DE _PERFILES GENETICOS.

7.3.13.6.9 Tomar en cuenta que, siempre que se haga analisis de mezclas utilizando el
software ArmedXpert, la edicién del electroferograma {eliminacion de artefactos y
demas elementos) debe realizarse previamente al use del mismo para realizar la
lectura de la mezcla.

Nota 21: Cuando las proporciones de mezcla o los porcentajes de contribucion de mezcla para
diversos loci de un mismo perfil presentan un rangofConsistente, se aumenta la probabilidad de
gue se puede realizar una deconvolucion o deduccion mas certera de los perfiles contribuyentes
en la mezcla. Cuando hay una amplia gama détproporciones o proporciones de mezcla entre
loci, la probabilidad se reduce y la capacidad de ‘realizar una deconvolucién o una deduccién
exitosa también.

7.3.13.6.10 Calculo de la proporcion de-los componentes de la mezcla en mezclas de
al menos TRES contribuyentes: para llevar a cabo este calculo, se deben de tomar en
cuenta TODAS las posibles combinaciones entre los alelos presentes en el marcador en
especifico que se esté analizando, 'que cumplan con el porcentaje de balance de picos
establecido en la seccion: de entre 50 y 60%.

7.3.13.6.10.1 En la-figura 10 se muestran las posibles combinaciones entre alelos que se
pueden presentar en un_marcador
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UN alelo | DOS alelos TRES alelos CUATRO alelos CINCO alelos SEIS alelos
A | aa [ A | | Aa | Aa | BB AA | BB | cC Aa | BB | oD AB | B | cD aA | BC | DE AB | Ac | DE AB | cp | EF
as | BB | BB AN | CC | BD AB | CD | CD am | BD | CE AB | AD | CE AB | CE | DF
AA | AA | BC AA | DD | BC AC | AC | BD AA | BE | (D AB | AE | CD AB | CF | DE
an [ Aa | aB BB | BB | AC BE | CC | AD AC | BD | BD BE | AC | DE AB | BC | DE AC | BD | EF
BB | BB | AB CC | cC | AB BE | DD | AC AD | AD | BC BB | AD | CE AB | BD | CE AC | BE | DF
cc | oo | aB 2D | BC | BC BE | AE | CD a8 | BE [ cD ac | eF [ DE
s | BB | AB AA | BB | AC cc | AB | DE AB | CD | CE AD | BC | EF
An | BB | BC sa | AB | cD 2B | ac | AD cc | ap | BE aB | cp | DE AD | BE | cF
AA | AB | AB AL | CC | AB AN | AC | BD AB | BC | BD cC | AE | BD AB | CE | DE AD | BF | CE
BB | AB | AB AA | cC | BC AA | AD | BC AC | BC | CD DD | AB | CE AC | AD | BE AE | BC | DF
BB | CC | AB BE | AB | CD AD | BD | CD DD | AC | BE AC | AE | BD AE | BD | CF
AB | AB | AB BB | CC | AC BE | AC | BD DD | AE | BC AC | BC | DE AE | BF | CD
BE | AD | BC B [ ac | 8D EE | AB | cD ac | BD | BE aF | Bc | DE
aa | BC | BC cc | aB | o a8 | Ac | cD EE | AC | BD ac | BD | CE AF | BD | cE
BB | AC | AC cc | ac | sD AB | AD | BC EE | AD | BC ac | BD | DE AF | BE | D
CC | AB | AB cC | AD | BC AB | AD | CD AC | BE | CD
DD | AB | CD AB | BC | CD AC | BE | DE
AA | AB | AC DD | AC | BD AB | BD | CD N Bow| aE | BC
BB | AB | BC DD | AD | BC AC | AD | BC v [ aD | BC | BE
cc | ac | Bc Ac | AD | BD “ ) [ap | Bc | ce
aa | BC [ BD ac | Bc | BD o N [ AD [ Bc | DE
an | aB | BC an | BC | cD ac | 8D | cD \ AD | BD | CE
AL | AC | BC An | BD | CD AD | BC | BD ) AD | BE | D
BB | AB | AC BE | AC | AD AD | BC | CD | . N\, / v AD | BE | CE
BB | AC | BC BB | AC | CD AE | BC | BD
cc | AB | AC BE | AD | CD \ ) AE | BC | CD
cc | aB | BC cc | A8 | AD S D AE | BC | DE
cc | AB | BD 4 \ aE | BD | cD
a8 | AB | AC cc | ap | BD AN aE | BD | cE
AB | AB | BC DD | AB | AC @ N aE | BE | cD
AB | AC | AC DD | AB | BC
AB | BC | BC DD | ac | BC | | -
AC | AC | BC 4 \ N
AC | BC | BC \ )
| 1
AB | AC ‘ BC 7| T

Figura 10: Combinaciones entre aleles que se presentan en marcadores en mezclas de al
menos tres contribuyentes.

7.3.13.6.10.2 El célculoydesproporcién se realiza entonces de la siguiente manera: En un
marcador especifico, parascada combinacidon posible de genotipos, se toma al genotipo con
menor valor en RFUs y se\divide entre los otros posibles genotipos.

7.3.13.6.10.2.1 Ejemplo: Se tiene un marcador con los alelos 8 (1200 RFUs), 9 (1200
RFUs), 11 (2500 RFUs), 12 (200 RFUs), 13 (300 RFUs).

Se estudia la combinacion 8/9, 11, 12/13, ya que las mismas son las que tienen un balance de
picos de entre 50-60%.

Los RFUs para cada genotipo son:

84+9= 2400, 11=2500, 12+13=500.

El genotipo menor es 12/13 con 500RFUs. Se procede a dividir cada genotipo entre el menor:
8/9 (2400) / 12/13 (500)= 2400/500 = 4,8

11 (2500) / 12/13 (500)= 2500/500 = 5

12/13 (500) / 12/13 (500)=1

La proporcion de esta combinacion sera entonces 5:4,8:1.

7.3.13.6.10.3 Debido a que en las mezclas de al menos tres contribuyentes la
variabilidad en las proporciones entre marcadores es sumamente alta, no se recomienda
brindar un cdlculo de proporcién global de la mezcla.

7.3.13.6.10.3.1 Se hace una excepcion en los casos en donde se tienen mezclas de tres
contribuyentes en donde se observa un perfil mayoritario claro con posible pérdida de alelos de
los perfiles minoritarios.
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7.3.13.6.10.3.2 En estos casos, se considerara como un perfil mayoritario claro aquel en el
que se tenga una diferencia de proporcién de al menos 5x entre el perfil mayoritario y el
siguiente (una proporcidon 6:1:1 por ejemplo).

7.3.13.6.10.3.2.1 Se debe de presentar esta diferencia de 5x en todos los marcadores que
se vayan a reportar como con un perfil mayoritario claro.

7.3.13.7 Perfiles de Mezcla a partir de evidencia de origen intimo.

7.3.13.7.1 En estas muestras se asume que la probabilidad de encontrar el perfil genético
de la persona a partir de la cual se obtiene el indicio o la muestra (normalmente la
victima u ofendido) en la mezcla es alta. Esto permite tomar en cuenta el perfil de
referencia de esta persona durante el proceso de discernimiento o deconvolucion de
la mezcla, para tratar de determinar el perfil exdgeno (otro ¢ontribuyente).

7.3.13.7.2 No se puede utilizar el perfil genético de referencia del sospechoso hasta que no
se haya separado la mezcla, solamente se puede utilizarsel perfil de la persona a
partir de la cual se obtiene el indicio o la muestra: se debe deducir el perfil
desconocido tomando en cuenta la contribucion-del ,donante conocido en el perfil
mezcla.

7.3.13.7.3 El analista puede usar el porcentajé./o=la proporcién de la contribucion
determinada para la mezcla y los porcentajes de heterocigosidad entre picos para
ayudar a inferir el perfil exdgeno en la_mezcla, tomando en cuenta el perfil genético
del contribuyente conocido. Los aleles®que no pudieron haber sido aportados por el
contribuyente conocido se denominan)alelos obligados (los alelos del contribuyente
exdégeno).

7.3.13.7.3.1 Los alelos obligados pueden en esencia, constituir un perfil de fuente unica,
particularmente cuanda el/contribuyente conocido es el contribuyente menor en
la mezcla o el perfilgdeeste se encuentra parcial o degradado.

7.3.13.7.4 En el caso de muestras de al menos dos contribuyentes, si todos los picos del
electroferogramasen? estudio se encuentran por encima del umbral estocastico, se
puede utilizardantovel Cuadro 2 como los siguientes puntos de ayuda para realizar la
interpretaciémde la mezcla a partir de evidencia de origen intimo:

7.3.13.7.4.1 Margadores con solo UN alelo (A): en este caso la Unica opcidn que se presenta
seglin el cuadro 2 es que ambas personas sean homocigotas para el alelo
presente. El perfil de la victima DEBE ser homocigota, si fuera heterocigota y no
se ven los dos picos correspondientes se podria estar en presencia de un dropout
0 de una muestra degradada.

7.3.13.7.4.2 Marcadores con DOS alelos (A,B): segun el cuadro 2, existen cuatro posibles
pares de genotipos. Como se puede observar el perfil de referencia de la victima,
se utiliza éste para descartar las opciones de genotipos que no pueden estar
presentes (todos aquellos perfiles en los que no se incluya al perfil de la victima).

7.3.13.7.4.2.1 Si se utiliza un analisis no restrictivo de mezcla, no se hace descarte entre
las opciones de genotipos que queden como viables para el perfil del sujeto
exdgeno.

7.3.13.7.4.3 Marcadores con TRES alelos (A, B, C): existen SEIS posibles pares de genotipos.
Como se puede observar el perfil de la victima, se utiliza este para descartar las
opciones de genotipos que no pueden estar presentes (todos aquellos perfiles en
los que no se incluya al perfil de la victima).
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7.3.13.7.4.3.1 Si se utiliza un analisis no restrictivo de mezcla, no se hace descarte entre
las opciones de genotipos que queden como viables para el perfil del sujeto
exdgeno.

7.3.13.7.4.4 Marcadores con CUATRO alelos (A, B, C, D): existen TRES posibles pares de
genotipos, todos heterocigotas. Como se puede observar el perfil de la victima,
se utiliza este para descartar las opciones de genotipos que no pueden estar
presentes (todos aquellos perfiles en los que no se incluya al perfil de la victima).
En estos casos solamente va a quedar una opcién de genotipo de las tres
posibles.

7.3.13.7.5 En casos en donde se obtenga un perfil parcial en una mezcla a partir de
muestras intimas y este perfil parcial corresponda al perfil de la persona a partir de
la cual se obtiene el indicio o la muestra, se puede valorar~estadisticamente la
evidencia suponiendo que el perfil exdgeno procede del{sospechoso (Hipdtesis de la
fiscalia Hf) frente a que procede de cualquier persona_seleccionada al azar de la
poblacion no emparentada con el sospechoso (Hipotesis de la defensa Hd). Se
trataria al perfil exdgeno como un perfil Unico.

7.3.13.7.5.1 Para los casos definidos en el punto 7.3%138.7.5 utilizar la frase definida en el
SADCF en el apartado de resultados y goncltusiones del dictamen pericial.

7.3.13.7.6 En caso de perfiles genéticos mezcla, desal menos dos contribuyentes, obtenidos
de indicios definidos como muestra intima) proceder de la siguiente manera:

7.3.13.7.6.1 Si el contribuyente minoritario'es NO CONCLUYENTE y este se observa en pocos
marcadores se podra realizar una segunda lectura por parte de otro analista a
partir del electroferograma sin-hecesidad del analisis del ArmedXpert.

7.3.13.7.6.1.1 Se debe registrar Jen el apartado Observaciones/Interpretaciones del
formulario LV de «eumplimiento del Procedimiento Interpretacion de Perfiles
Genéticos que_la mezcla corresponde a un perfil mixto de al menos 2
contribuyentes y._que el componente minoritario es no concluyente y el motivo de
esta conclusign.

7.3.13.7.6.2 Si el contribuyente minoritario se observa en al menos 8 marcadores y la
proporcion,/de los contribuyentes es superior a 1:3, se podra realizar una
segunda lectura por parte de otro analista a partir del electroferograma sin
necesidad del analisis del ArmedXpert.

7.3.13.7.6.2.1 Se debe registrar en el apartado Observaciones/Interpretaciones del
formulario LV de cumplimiento del Procedimiento interpretacion de perfiles
genéticos que la mezcla corresponde a un perfil mixto de al menos 2
contribuyentes y que la ofendida u ofendido son codonadores.

7.3.13.7.6.3 Para los casos en los cuales los contribuyentes tienen una proporcion igual o
inferior a 1:3, se analizan como se indica en el punto 7.3.18

7.3.13.7.7 En el caso de las mezclas de al menos tres contribuyentes, la segunda lectura de
mezcla se debe de realizar idealmente tomando en cuenta el perfil de la persona de
quién se toma la muestra y utilizando el software ArmedXpert.

7.3.13.7.7.1 En esta clase de mezclas es muy probable encontrar desbalances entre picos
heterocigotos por debajo del 50%, ademas de picos reales que se encuentran en
posiciones de Stutter y que pueden ser eliminados como artefactos de manera
incorrecta.
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7.3.13.8 Mezclas a partir de evidencia recuperada en escena.

7.3.13.8.1 En estos casos no se permite tomar en cuenta al perfil de la victima o del
sospechoso a la hora de discernir o deconvolucionar a la mezcla y determinar los
perfiles de las personas presentes en la misma. El analista puede usar el porcentaje
o la proporcion de la contribucidon determinada para la mezcla y los porcentajes de
heterocigosidad entre picos para ayudar a inferir los perfiles que se presentan en la
mezcla.

7.3.13.8.2 En el caso de muestras de al menos dos contribuyentes: Si todos los picos del
electroferograma en estudio se encuentran por encima del umbral estocastico, se
puede utilizar tanto el Cuadro 2 como los siguientes puntos de ayuda para realizar la
interpretacion de la mezcla a partir de evidencia recuperada en escena:

7.3.13.8.2.1 Marcadores con solo UN alelo (A): en este caso la Unica 0pcidon que se presenta
segun el Cuadro 2 es que ambas personas sean“homocigotas para el alelo
presente. Tomar en cuenta la cuantificacion de la\muestra analizada, la calidad
del electroferograma, la posible presencia de dfopout o de muestra degradada.

7.3.13.8.2.2 Marcadores con DOS alelos (A, B): segun (el cuadro 2, existen cuatro posibles
combinaciones de genotipos.

7.3.13.8.2.2.1 Si se utiliza un analisis no restrictivo de mezcla, no se hace descarte entre
las opciones de posibles genotipos,deNos sujetos presentes en la mezcla.

7.3.13.8.2.3 Marcadores con tres alelos (Aj B\ C): existen SEIS posibles combinaciones de
genotipos.

7.3.13.8.2.3.1 Si se utiliza un analisis=no restrictivo de mezcla, no se hace descarte entre
las opciones de posibles genotipos de los sujetos presentes en la mezcla.

7.3.13.8.2.4 Marcadores con cuatro, alelos (A, B, C, D): existen TRES posibles pares de
genotipos, todos heterocigotas.

7.3.13.8.2.4.1 Si se utiliza un analisis no restrictivo de mezcla, no se hace descarte entre
las opciones de posibles genotipos de los sujetos presentes en la mezcla.

7.3.13.8.3 En el caso de’las mezclas de al menos tres contribuyentes, la segunda lectura de
mezcla s€ debé de realizar idealmente utilizando el software ArmedXpert.

7.3.13.8.3.1 En esta clase de mezclas es muy probable encontrar desbalances entre picos
heterocigotos por debajo del 50%, ademas de picos reales que se encuentran en
posiciones de Stutter y que pueden ser eliminados como artefactos de manera
incorrecta.

7.3.13.8.4 En caso de perfiles genéticos mezcla de al menos dos contribuyentes, obtenidos
de indicios definidos como muestras de escena, se puede proceder de la siguiente
manera:

7.3.13.8.4.1 Si el contribuyente minoritario se considera NO CONCLUYENTE (con proporciones
por arriba de 1 en 10, por ejemplo), se podra realizar una segunda lectura por
parte de otro analista a partir del electroferograma, sin necesidad del andlisis del
ArmedXpert.

7.3.13.8.4.1.1 Se deberd realizar el calculo manual de la proporcion de mezcla,
idealmente en al menos 3 marcadores. Este calculo se debera realizar utilizando
marcadores que cuenten con mas de dos alelos e idealmente de peso molecular
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medio. El resultado de estos calculos deberd quedar registrado en el
electroferograma en cuestion.

7.3.13.8.4.1.2 El perito que realiza la interpretacion del perfil deberd indicar que la
mezcla corresponde a un perfil mixto de al menos 2 contribuyentes y que el
componente minoritario es no concluyente. Ademas, debera registrar su firma en
el electroferograma interpretado. El perito que realiza la segunda lectura revisa
que todo lo anterior esté conforme y firma el electroferograma.

7.3.13.8.4.1.3 Se debe registrar en el apartado Observaciones/Interpretaciones del
formulario LV de cumplimiento del Procedimiento Interpretaciéon de Perfiles
Genéticos que la mezcla corresponde a un perfil mixto de al menos 2
contribuyentes y que el componente minoritario es no concluyente y el motivo de
esta conclusion.

7.3.13.8.4.2 Para los casos en los cuales los contribuyentes tienen’ una proporcién igual o
inferior a 1:3, se analizan como se indica en el punto"#.3.18

7.3.13.9 Analisis de mezcla no restringido y restringido.

7.3.13.9.1 El andlisis de mezclas en la Seccién de Bioguimica es no restringido cuando se
toman en cuenta todas las posibilidades comrespecto a los genotipos que se pueden
presentar en cada locus del perfil mezcla” (ver‘Cuadro 2 para combinaciones posibles
de genotipos en mezclas de dos (2)“personas). Este analisis se convierte en
restringido cuando se utilizan elementos como porcentaje o la proporcion de la
contribucion determinada para la mezcla y los porcentajes de heterocigosidad entre
picos para ayudar a inferir o descartar los perfiles que se presentan en la mezcla.

7.3.13.9.1.1 En los casos de muestrasyintimas, al contar con el perfil de la victima/ofendido
este se usa para descartar algunas opciones de genotipos para el perfil del
acusado/imputado,sle-cual lo convierte en un analisis restringido.

7.3.13.9.2 Un factor a tomar en cuenta es el del nUumero de contribuyentes en el perfil
genético, ya que‘esté nimero y la cantidad de alelos en un marcador en especifico
determina las¢asibles combinaciones en que estos se pueden presentar (ver Cuadro
2 para compinaciones posibles de genotipos en mezclas de dos (2) personas).

7.3.13.9.3 Los @3lcules estadisticos para perfiles genéticos mezcla (ver 7.3.17) dependen de
si se establecido un analisis de mezcla restrictivo (eliminando posible presencia de
genotipos) o un analisis no restrictivo (en donde no se descarta ningun posible
genotipo).

7.3.13.9.3.1 La seccion de Bioquimica cuenta con los softwares de analisis para calculos
estadisticos: 1) Genética Forense Final (GFF), (ver manual de usuario en H:\
Calidad\3. C. Doc\Documentos Digitales Externos) y 2) Software de analisis de
perfiles genéticos mezcla y analisis estadistico ARMEDXPERT, (ver manual de
usuario en H:\Calidad 2.0\19. C. Doc\Documentos Digitales externos) y 3) LR
MIX Studio (ver manual en H:\Calidad 2.0\19. C. Doc\Documentos Digitales
externos) los cuales permiten seleccionar el escenario de analisis de mezcla
aplicado por el analista:

7.3.13.9.4 En el caso de mezclas de al menos dos personas, se presentan las siguientes
hipdtesis:

7.3.13.9.4.1.1 a la mezcla (en muestra de escena) han contribuido X (muestra de
referencia indubitada) y otra persona al azar no relacionada con X (Hf) versus a
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la mezcla (en muestra de escena) han contribuido dos personas elegidas al azar
no relacionadas con X (Hd).

7.3.13.9.4.1.2 a la mezcla (en muestra de escena) han contribuido X y Z (muestras de
referencia indubitadas y no relacionadas genéticamente) (Hf) versus a la mezcla
(en muestra de escena) han contribuido dos personas elegidas al azar no
relacionadas con X ni con Z (Hd).

7.3.13.9.4.1.3 a la mezcla (en muestra intima) han contribuido X y Z (muestras de
referencia indubitadas y no relacionadas genéticamente) (Hf) versus a la mezcla
han contribuido X (muestra de referencia indubitada) y otra persona al azar no
relacionada con X ni con Z (Hd).

7.3.13.9.5 En los casos de mezcla de dos personas, se van a presentar los siguientes
escenarios de perfiles de acuerdo al nimero de alelos que*tenga cada marcador:

Cuadro 2. Combinaciones posibles entre alelos para mezclas de dos personas.

Un Alelo (A) Dos Alelos (A,B) Tres Alelos (A, B;,C) Cuatro Alelos (A,B,C,D)
PERSONA | PERSONA | PERSONA | PERSONA | PERSONA,| PERSONA | PERSONA | PERSONA 2
1 2 1 2 1 2 1
AA AA AA BB AA BC AB CD
AA AB BB AC AC BD
BB AB CC AB BC AD
AB AB AB AC
AC BC
BC AB

7.3.13.9.6 En el caso de mezclas de al menos tres personas, se presentan las siguientes

hipotesis:
7.3.13.9.6.1 Escenarjo= 1% a la mezcla (en muestra de escena) ha contribuido X, Y y Z
(muestras Jde referencia indubitadas y no relacionadas genéticamente) (Hf)

versus @ la mezcla (en muestra de escena) han contribuido tres personas
elegidas al azar no relacionadas con X, ni Y, ni Z (Hd).

7.3.13.9.6.2 Escenario 2: a la mezcla (en muestra de escena) han contribuido X y Y (muestras
de referencia indubitadas y no relacionadas genéticamente) y una persona
seleccionada al azar (Hf) versus a la mezcla (en muestra de escena) han
contribuido tres personas elegidas al azar no relacionadas con X ni con Y (Hd).

7.3.13.9.6.3 Escenario 3: a la mezcla (en muestra de escena) han contribuido X (muestra de
referencia indubitada) y dos personas seleccionadas al azar no relacionadas (Hf)
versus a la mezcla (en muestra de escena) han contribuido tres personas
elegidas al azar no relacionadas con X ni entre ellas (Hd).

7.3.13.9.6.4 Escenario 4: a la mezcla (en muestra intima) han contribuido X, Y y Z (muestras
de referencia indubitadas y no relacionadas genéticamente) (Hf) versus a la
mezcla han contribuido X (muestra de referencia indubitada) y dos personas
elegidas al azar no relacionadas (Hd).
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7.3.13.9.6.5 Escenario 5: a la mezcla (en muestra intima) han contribuido X y Y (muestras de
referencia indubitadas y no relacionadas genéticamente) y una persona
seleccionada al azar (Hf) versus a la mezcla han contribuido X (muestra de
referencia indubitada) y dos personas elegidas al azar no relacionadas (Hd).

7.3.13.9.7 Para cada uno de los escenarios descritos se debe de considerar que hay seis
posibles calculos a realizar, de acuerdo a si se tienen uno, dos, tres, cuatro, cinco o
seis alelos tal y como se ve en la figura 10.

7.3.13.10Mezclas que no cumplen criterios

7.3.13.10.1 Los perfiles genéticos mezcla que no cumplan con los criterios estipulados en los
apartados anteriores, aun después de realizar las diversas acciones correctivas
definidas para cada caso, no se deben reportar. Se debe teportar en el dictamen
criminalistico como se encuentra definido en el SADCF.

7.3.13.10.2 Estos perfiles requieren que se haga una lectura desmezcCla por un segundo perito
para poder confirmar que se estd obteniendo _un ‘perfil mixto No Concluyente
(entiéndase menos de 13 marcadores, mas de~tres contribuyentes, evidente baja
calidad del electroferograma, alta presencial de) degradacién, etc). Ver puntos
7.3.13.11.2.2 y 7.3.20.1.1.5.

7.3.13.10.3 La segunda lectura de mezcla de estos, casos en particular No requiere hacerse
mediante el software de analisis de_mezclas. Se envia el electroferograma en
cuestion, del perito analista al perito~que va a realizar la segunda lectura de mezcla,
indicando las razones por las_que)se considera que el perfil mezcla es No
Concluyente. Si el segundo lector concuerda con esta apreciacion, indica que esta de
acuerdo con esta apreciacidn y ‘registra su firma en el electroferograma. Se sube el
electroferograma al legajo(delicaso como evidencia de la segunda lectura de mezcla.

7.3.13.10.4 Cuando se declare=.in perfil genético como No concluyente, se debera
documentar en el apartado de observaciones del Formulario: Lista de Verificacion de
Cumplimiento del Procedimiento: INTERPRETACION DE PERFILES GENETICOS el
motivo de estasconclusion.

7.3.13.11Mezclas con"mas de dos contribuyentes.

7.3.13.11.1 En estos‘casos, se hace limpieza de artefactos presentes en el electroferograma y
se procede’a determinar la cantidad de contribuyentes presentes en la mezcla de
acuerdo al punto 7.3.13.4.

7.3.13.11.1.1 En los perfiles genéticos mezcla de al menos tres contribuyentes se hace
imprescindible el uso del porcentaje de Stutter definido por la casa comercial del
kit de amplificacion, ya que los efectos estocasticos en esta clase de perfiles
pueden llevar a catalogar por error del analista a un pico como un Stutter siendo
este un pico real.

7.3.13.11.1.2 Tomar en cuenta que pueden existir perfiles mezcla que son compatibles
con ser de dos contribuyentes (tomando en cuenta balance entre picos, ausencia
de degradacién, con proporcion constante entre ambos perfiles) en donde puede
aparecer UN Unico alelo, en un marcador de cuatro alelos, que lo convertiria en
un marcador de cinco alelos y por tanto en una posible mezcla de tres
contribuyentes.

7.3.13.11.1.3 Este alelo extra podria deberse a la presencia del fendmeno de drop in en
el amplificado. En estos casos, se debe de realizar una aclaracién en el formulario
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de Interpretacion de Marcadores Genéticos, con respecto a que se considera
valido reportar el perfil como de dos contribuyentes a pesar de la presencia de
un unico marcador con cinco alelos, ya que se considera que uno de estos
corresponde a un drop in. El marcador en cuestion se debe declarar como No
concluyente.

7.3.13.11.1.4 Se puede presentar un escenario en donde el perfil mezcla presente un
maximo de 4 alelos por marcador, lo que corresponderia a una mezcla de dos
contribuyentes, pero que, por el nivel de desbalance de picos entre los alelos de
los marcadores, se pueda considerar como que el perfil mezcla corresponde a
una mezcla de tres contribuyentes. En estos casos el perfil se deberia reportar
como una mezcla de al menos 2 contribuyentes.

7.3.13.11.2 Solamente los perfiles genéticos mezcla de hasta _maximo 3 contribuyentes
(maximo 6 alelos por marcador) se consideraran como pérfiles reportables.

7.3.13.11.2.1 En perfiles genéticos mezcla de al menos _B3wcontribuyentes, donde se
obtenga un perfil mayoritario claro (validadoypors medio de uso del software
Armedxpert), los contribuyentes minoritarios 'wo”cumplen con los criterios del
laboratorio y la proporcién de los marcaderes.a reportar sea al menos 6:1:1 se
podra reportar el perfil mayoritario,cemo~ perfil genético Unico (ver punto
7.3.13.6.10.3.2).

7.3.13.11.2.2 Todos los perfiles genéticgs=que cumplan los siguientes criterios se
deberan reportar como perfiles \genéticos que no cumplen los parametros
establecidos por el laboratorio ‘y..se debera utilizar para su reporte el resultado
incluido en el SADCF como “Mezcla 4 o mas”.

7.3.13.11.2.2.1 Presencia de 7 o mas alelos en algin marcador.

7.3.13.11.2.2.2 Se hace unagexeepcion para los casos de mezclas que son indicativas de
ser de tres contribuyentes en donde se encuentra UN Unico marcador con siete
alelos, en donde, sespresume hay presencia del fendmeno de drop in.

7.3.13.11.2.2.2.1 En €stos“casos, se debe de realizar una aclaracion en el formulario de
Interpretacion de Marcadores Genéticos, con respecto a que se considera
valido el perfil a pesar de la presencia de un Unico marcador con siete alelos
ya que se considera que uno de estos corresponde a un drop in. El marcador
en=cuestién se deberd declarar como No concluyente, en el caso de se
aplicara un analisis de mezcla semicontinuo. Si el perfil se va a interpretar
desde un enfoque de analisis continuo, se puede tomar en cuenta al
marcador en cuestion.

7.3.13.11.2.2.3 Presencia de al menos 2 marcadores con 6 alelos, donde se pueda definir
5 alelos minoritarios y un alelo homocigoto mayoritario claro (alelo con al menos
5 veces el tamafio en RFUs con respecto al alelo minoritario de mayor tamafo)

7.3.13.11.2.3 La segunda lectura de estos perfiles mezcla puede ser realizada por otro
analista competente, a partir del electroferograma obtenido. Se debe documentar
que el perfil genético mezcla corresponde a un perfii NO CONCLUYENTE y el
motivo de esta conclusion.

7.3.13.11.2.4 Cualquier discrepancia en la interpretacion de mezclas que se presente
entre dos analistas (encargados del caso o revisores por pares) sera resuelta por
el Lider Técnico y por la jefatura de Seccion.
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7.3.13.
7.3.13.

7.3.13.
7.3.13.

7.3.13.

7.3.13.

7.3.13.

7.3.13.

7.3.13.

7.3.13.

7.3.13.

12Perfiles mezcla parciales.

12.1 Existe la posibilidad de que no amplifiquen todos los locus en una muestra. Esto
puede ocurrir cuando hay poca cantidad de ADN, cuando el ADN se encuentra
degradado o la muestra tiene inhibidores de la PCR. Sélo se reportaran perfiles
genéticos donde se obtenga resultado en al menos trece (13) marcadores en perfiles
mezcla.

13Interpretacion de STR s.

13.1 Luego del andlisis en el GeneMapper ID-X, cada electroferograma debe ser
evaluado en cada locus para determinar el perfil genético de la muestra.

13.1.1 La interpretacion de los perfiles de las muestras dubitadas, junto con su
documentacion respectiva, se debe realizar previamente ala*comparacion con los
perfiles de referencia. Esto debe ser indicado al<utilizar la funcionalidad de
Registro de Analisis en Serie o el Registro de Datoswy Resultados del SADCF o en
los formularios de trabajo fisicos respectivos.

13.2 Una vez determinado, interpretado y documentado el perfil genético, se deben
realizar las comparaciones entre las muestrasydubitadas y las indubitadas (muestras
de referencia), siguiendo los siguientes paramétros:

13.2.1 Inclusion: Si el perfil desla “muestra de referencia, luego de una
comparacion marcador por maréader, coincide con el perfil de la muestra
cuestionada en todos los loci analizados, la referencia es incluida como posible
fuente del ADN. Si la muestra cuestionada esta degradada o el perfil genético es
parcial, la muestra de referencia podra ser incluida si los alelos amplificados
coinciden con los alelossde, la muestra indubitada (se requiere un minimo de once
(11) marcadores quesamplifiquen en un perfil Unico y trece (13) marcadores para
mezclas).

13.2.2 Exclusidn._si en algun marcador analizado, el genotipo de la muestra de
referencia nosceincide con el de la muestra cuestionada, la referencia sera
excluida camo posible fuente de ADN de la muestra cuestionada. Exclusiones en
mezclasrozperfiles parciales serdn determinados por comparacién marcador por
marcador.

13.2.3 No concluyente: Es posible obtener una mezcla compleja de multiples
individuos que contiene alelos que no cumplen con el criterio de reproducibilidad
establecido en el laboratorio. Estos perfiles no se reportan y se coloca la frase en
el dictamen criminalistico como esta estipulado en el SADCF.

13.3 Casos de paternidad: En casos de paternidades (civiles, penales o para
reconocimiento), una exclusion sera reportada cuando hay tres o mas loci que
descarten la paternidad (no compartan un alelo con el supuesto padre). Cuando solo
se encuentran 1 o 2 inconsistencias en los loci estudiados, en el reporte se deben
documentar estas discrepancias como posibles mutaciones, junto con su frecuencia
en la poblacién. Una inclusion se define cuando el supuesto padre comparte al
menos un alelo para cada marcador estudiado con el hijo u hija, esto excluyendo las
mutaciones. Ver PON Interpretacion estadistica de resultados de casos de paternidad
y de posibles relaciones filiales partir de familiares.

13.3.1 Cuando se realice extraccion de ADN a partir de restos Oseos para
estudios de consanguinidad para casos de Paternidades; de enfrentarse ante una
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exclusion, se debe proceder a la repeticion de la extracciéon del ADN a partir de la
muestra de restos 6seos original para confirmar el resultado.

7.3.14 Calculos Estadisticos.

7.3.14.1 Los analisis estadisticos se realizan tomado en cuenta los marcadores interpretados
y reportados en el Formulario: Lista de Verificacion de Cumplimiento del
Procedimiento: INTERPRETACION DE PERFILES GENETICOS para cada uno de los
perfiles genéticos analizados.

7.3.14.2 Base de datos poblacional: La Seccidén de Bioquimica cuenta con una base de datos
poblacional para los marcadores STR Autdsomicos, descrita en: Base de datos
poblacional: La Seccidon de Bioquimica cuenta con una base de datos poblacional
para los marcadores STR Autdésomicos, descrita en: “Rodriguez, A., Arrieta, G.,
Sandu, 1., Vargas, M.C., Garcia, O., Yurrebaso, 1., PérezsJAs, Villalta, M., Espinoza,
M., 2007. Population genetic data for 18 STR loci in Costa. Rica. Foren. Sci. Int. 168:
85-88.” y "Sandu, I., Nufez, G., Rodriguez, A., Silva;~S., Garcia, O., Uriarte, J.,

Espinoza, M., 2005. STR data for 11 autosomahl STR markers from Costa Rica,
Central America. Foren. Sci. Int. 153: 272-273"

7.3.14.2.1 La Seccidon de Bioquimica realizo una ampliacién del estudio poblacional, el cual le
permitié ampliar la base de datos y utilizar, las frecuencias alélicas propias de la
poblacion costarricense para los matcadores D2S441, D22S1045, D10S1248,
D1S1656 y D12S391, los cuales fueron=calculados por medio de uso del software
donado M-FISys.

7.3.14.3 En el caso de que se utilicen marcadores diferentes a los definidos en 7.3.14.2 y
7.3.14.2.1 se deberan utilizar~las frecuencias alélicas de la poblaciéon hispana
reportadas por las casas comercial Promega y Applied Biosystem (se debe de incluir
esta informacién en el dictamen).

7.3.14.4 En el caso de que se utilicen los marcadores PENTAC y D6S1043, se utilizaran las
frecuencias alélicas\ de-la poblacion hispana reportadas por Hill, Carolyn R., et al.
"US population~data for 29 autosomal STR loci.” Forensic Science International:
Genetics 7.3 (2013): e82-e83” (se debe de incluir esta informacién en el dictamen).

Nota 22: en caso de ‘ser /hecesario utilizar los puntos 7.3.14.3 y/o 7.3.14.4, se debe agregar al
dictamen pericial las siguientes frases respectivamente: “Para los marcadores XXX se utilizaron
las frecuencias aléliCas reportadas por el fabricante del kit XXX (Applied Biosystems)
(Promega) para la poblacién hispana.” y “Para los marcadores PENTAC y D651043 se utilizaron
las frecuencias alélicas de la poblacién hispana reportadas por Hill, Carolyn R., et al. "US
population data for 29 autosomal STR loci.” Forensic Science International: Genetics 7.3
(2013): e82-e83™

7.3.14.5 Los calculos estadisticos se basan en los estudios de Genética de Poblaciones. La
genética de poblaciones es el estudio de la distribucién y cambio en las frecuencias
de los alelos bajo la influencia de las cinco fuerzas evolutivas de acuerdo al equilibrio
de Hardy-Weinberg. Este equilibrio supone que No ocurre seleccion natural, La
poblacion es grande, No ocurre flujo genético, No ocurre migracion, No ocurren
mutaciones.

7.3.14.5.1 La frecuencia de un alelo se define como el nimero de copias del alelo en la
poblacion, dividido por la suma de todos los alelos en esa poblacion. Los alelos de la
siguiente generacién para cualquier individuo se eligen aleatoria e

independientemente unos de otros.
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7.3.14.5.2 Considerando dos alelos B y b con frecuencias en la poblacion de p y q
respectivamente, las distintas maneras de formar nuevos genotipos se pueden
derivar utilizando un cuadro de Punnett, por el que la fraccidon en cada celda es igual
al producto de las probabilidades de la fila y la columna:

Cuadro 3: Cuadro de Punnett para alelos ejemploByb

GAMETOS DE LA MADRE
B (p) b (q)
GAMETOS B (p) BB (p2) bB (gp)
DEL
PADRE b (q) Bb (pq) bb (q2)
Formula Hardy- P2 +2pg +g2 =1
Weinberg

7.3.14.6 La probabilidad (P) para un perfil de ADN es_el producto de las probabilidades (P1,
P2, ... Pn) para cada locus individual, es decir;

Probabilidad del perfilss (P1)*(P2)*...*(Pn).

7.3.14.6.1 Los loci de STR utilizados por la comunidad cientifica forense no estan vinculados
y por lo tanto los genotipos de cada locus se pueden multiplicar (es decir, la regla del
producto se puede aplicar) usapdoa“formula de Hardy-Weinberg en cada marcador
o locus para obtener la frecuencia combinada de los genotipos individuales.

7.3.14.6.2 Para un individuo heterocigdtico, si los dos alelos tienen frecuencias p y g en una
poblacion, la probabilidad, (P} de que un individuo tenga ambos alelos en un solo
locus es (P) = 2pq

7.3.14.6.3 Si un individuoes homocigdtico para un alelo cuya frecuencia es p, la
probabilidad (P)del,genotipo es (P) = p2.

7.3.14.6.4 Para los1ocinde un solo alelo donde la cigosidad estd en cuestiéon (por ejemplo,
cae por_.debajo del umbral estocastico), la formula (P)= p2 + 2*p*(1-p), puede
aplicarse a este locus

7.3.14.6.5 Cualquier locus considerado inadecuado para comparacion o no concluyente no se
utilizarad para analisis estadistico, y se le asigna efectivamente al locus un valor de
P)= 1.

7.3.14.6.6 La Seccién de Bioquimica no considera el uso de Theta dentro de los calculos
estadisticos realizados.

7.3.14.7 Todo calculo estadistico realizado en la Seccidon de Bioquimica que requiera un
traslado de datos para obtener un resultado, ya sea en una hoja de calculo o un
programa estadistico, debera contar con una verificacion.

7.3.14.7.1 Para el caso de la hoja de calculo “Interpretacion Estadistica de Casos
Criminalisticos”, esta cuenta con una pestafia “Verificado por” que debe ser
completada por al analista responsable.
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7.3.14.7.2 Para los programas estadisticos GFF, ArmedXpert, LRMix Studio y Familias, se
deberd colocar una nota que diga “Verificado por” en los documentos generados
como resultado del proceso de calculo estadistico.

7.3.15 Calculos estadisticos para perfiles genéticos (Razén de Verosimilitud)

7.3.15.1 La Razén de Verosimilitud (RV), también conocida como indice de probabilidad (LR),
involucra una comparacion de las probabilidades que brinda la evidencia bajo dos
hipétesis alternativas mutuamente excluyentes:

7.3.15.1.1 La posicion de la Fiscalia (Hf) es qué, el ADN de la escena del crimen se origind
del acusado, del acusado y la victima o de dos acusados.

7.3.15.1.2 La posiciéon de la Defensa (Hd), es que el ADN encontrado no es de él o los
acusados, que este ADN corresponde a otro individuo aleatorio’en la poblacion.

7.3.15.2 La RV se calcula dividiendo la hipétesis de la fiscalia entre, la hipdtesis de la defensa:
RV= Hf / Hd

7.3.15.3 Dado que la hipdtesis de la fiscalia es que el acusade ecometid el crimen, entonces Hf
= 1 (100% de probabilidad). El célculo para cada locus sera entonces: RV.= 1 / Hd

7.3.15.4 La hipotesis de la Defensa se calcula a partir/de~rla frecuencia del genotipo del locus
en estudio.

7.3.15.5 Si el perfil de ADN es heterocigdticor=la frecuencia se calcula con 2pq, si es
homocigoto la frecuencia se calcula con p2.

7.3.15.5.1 Cuanto menos probable seafel gehotipo STR, mayor sera el indice de probabilidad
(frecuencia).

7.3.15.6 La RV, del perfil se calculaymultiplicando cada RV calculado en cada locus especifico.
Si el valor de RV es mayor, que uno, apoya las hipétesis de los fiscales, si la RV es
menor que uno, entonces, la hipotesis de la defensa es apoyada.

7.3.15.7 La Seccion de Bioguifmica no reporta RV con resultados menores a 10000. El reporte
de resultados €stadisticos se realiza de acuerdo al siguiente esquema:

7.3.15.7.1 Resultados superiores a 10000 se consideran como inclusiones.

7.3.15.7.2 Resultados entre 1 y 9999 se consideran como No Concluyentes.

7.3.15.7.3 Resultados menores a 1 se consideran como exclusiones.

7.3.16 Calculos estadisticos para perfiles genéticos Unicos (Razén de Verosimilitud)

7.3.16.1 La Razdén de Verosimilitud (RV) es el calculo utilizado en la Seccién de Bioquimica
para comparaciones de perfiles puros obtenidos desde cualquier categoria de
evidencia, contra muestras de referencia de un sujeto relacionado al caso. La
formula especifica de la RV depende del perfil de evidencia, los perfiles de referencia
de comparacién y las hipétesis individuales.

7.3.16.2 Evalla la probabilidad de coincidencia entre el perfil de ADN obtenido de la evidencia
y el perfil de ADN obtenido del sospechoso contra la probabilidad de que el perfil de
ADN obtenido de la evidencia corresponda a otra persona al azar de la poblacion
estudiada.

7.3.16.3 Las frecuencias homocigoticas se determinan por p2

7.3.16.4 Las frecuencias heterocigoticas se determinan por 2pq
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7.3.16.5 La RVt total se calcula multiplicando cada frecuencia genética de cada locus
especifico mediante la regla del producto

7.3.16.6 Se reporta como 1/RVr total

7.3.16.7 Una vez finalizada la lectura de los perfiles genéticos de las partes involucradas en
donde se demuestre la existencia de “INCLUSION”, proceda a hacer los calculos
estadisticos de la probabilidad de coincidencia que le daran respaldo cientifico a los
resultados de la pruebas de ADN. Para ello utilice la hoja de célculo Interpretacidén
Estadistica de Casos Criminalisticos (H-DCF-ECT-BQM-05) con las frecuencias
alélicas de Costa Rica (version vigente).

7.3.16.8 La probabilidad de coincidencia de los perfiles, que se incluye para las conclusiones
del caso se obtiene a partir del dato de RV (razén de verosimilitud) que genera la
hoja de calculo en la segunda pagina del documento.

7.3.16.9 El valor de la RV corresponde al nimero de veces que.es\mas probable que el perfil
de la muestra dubitada provenga del donador de la mdestra indubitada (IMP/OF) a
que provenga de un individuo seleccionado al azar, de la poblacién costarricense.

7.3.16.10Si por el contrario el analisis lleva a la existencia de “EXCLUSION”, no se requiere
ningun analisis estadistico y el resultado, puede utilizarse para la elaboracién del
dictamen.

7.3.17 Calculos estadisticos para perfiles genéticos mezcla (Razéon de Verosimilitud)

7.3.17.1 La RV para las mezclas esta condicionado a un niamero supuesto de contribuyentes,
y puede utilizar informacién dé altura de pico y proporcidon de mezcla (enfoque
restringido) o no (enfoque no restringido) al incluir las combinaciones de los posibles
genotipos para los contribuyentes. Las conclusiones que se obtienen con las RV
determinan que tan probable/es que ocurra la hipétesis de la fiscalia (Hf) versus la
de la defensa (Hd).

7.3.17.1.1 En los genotipos“heterocigotas, las probabilidades se determinan por la formula
(P)=2*p*q

7.3.17.1.2 En los genotipos homocigotas, que no presenten problemas estocasticos, las
probabilidades se determinan por la formula (P)=p2

7.3.17.2 Las hipétesis varian de acuerdo al origen de la muestra (muestra de escena o
muestra intima) y al tipo de interpretacion aplicado (restrictivo o no restrictivo):

7.3.17.2.1 Una RV "no restringida" es la RV calculada sin considerar las alturas relativas de
los picos observadas durante la interpretacion o la proporcion de la mezcla. Como
tal, esta puede incluir genotipos en la estadistica que se han excluido durante los
pasos de interpretacién y comparacion del analisis. A continuacion, se presenta el
proceso y los calculos estadisticos necesarios para determinar la RV de perfiles
genéticos mezcla DE DOS PERSONAS:

7.3.17.2.1.1 En casos de muestras recuperadas de escena, la RV podria ser para las
proposiciones de que la mezcla estd compuesta por la persona de interés (PDI) y

un individuo desconocido no relacionado, versus dos individuos desconocidos y
no relacionados. Otra opcidn es que sea para las proposiciones de que la mezcla
estd compuesta por dos PDI no relacionados, versus dos individuos desconocidos
y no relacionados.
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7.3.17.2.1.1.

7.3.17.2.1.1.

7.3.17.2.1.1.

7.3.17.2.1.1.

7.3.17.2.1.1.

7.3.17.2.1.1.

1 En los casos en que se asume la proposicion de que la mezcla esta
compuesta por la persona de interés (PDI un_individuo desconocido no
relacionado, versus dos individuos desconocidos y no relacionados, el numerador
de la RV no restringida (X) (hipétesis de la fiscalia) supone la presencia de la
PDI, lo que significa que la probabilidad de observar resultados consistentes con
su perfil seria de 1. Sin embargo, el humerador también debe incluir los posibles
genotipos para el segundo contribuyente: estos son los posibles genotipos que se
pueden generar a partir de los alelos que no pertenecen al perfil de la PDI,
tomando en cuenta el perfil de la PDI (ver Cuadro 2).

1.1Se aplica para cada posible genotipo, las férmulas estipuladas en 7.3.17.1.1y
7.3.17.1.2. El numerador sera la suma de cada una de estas posibilidades.

1.1.1 Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B; € y el perfil de la PDI
es B, C, los posibles genotipos para el segundel contribuyente deberian ser
todos aquellos que incluyan al alelo A junto con_el/genotipo B, C. Segun el
cuadro 2, los genotipos que se pueden formar ¢on A que incluyan al genotipo
B, Cson: A, Ao A, Bo A, C. El numeraderssera entonces la suma de todos
los posibles genotipos para el segunda contribuyente: pA2 + 2*pA*pB +
2*pA*pC

2 el denominador de la RV _no restringida (Y) (hipotesis de la defensa)
supone que la mezcla es una combinacion de dos contribuyentes desconocidos
sin alelos distintos de los que presenta el locus en cuestién, y la combinacion de
sus genotipos debe completar Jla mezcla detectada de estos alelos: el
denominador de la LR n¢ restringida en este locus serd la suma de las
probabilidades de las posibles” combinaciones de genotipos, de acuerdo a los
alelos presentes en el loGus. El cuadro 4 resume las formulas que se deben
aplicar para la determinaCion del denominador de la LR no restringida en los
casos en que la mezcla estda compuesta por la persona de interés (PDI) y un
individuo desconacido no relacionado (Hf), versus dos individuos desconocidos y
no relacionades (Hd).

3 La.RVpara el locus es el numerador dividido por el denominador: RV = X,
/ YL
4 La RV para mezcla serd la multiplicacion de todos los X. individuales

dividide entre la multiplicacién de todos los Y. individuales.
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Cuadro 4. Formulas a aplicar por locus, para la determinacion del denominador de la
LR no restringida en los casos en que la mezcla esta compuesta por la persona de
interés (PDI) y un individuo desconocido no relacionado, versus dos individuos

desconocidos y no relacionados.

ESCENARIO FORMULA
Un Alelo (A) (fA)pot2*n
Dos Alelos (A,B) (fA+fB)pot2*n - (fA)pot2*n - (fB)pot2*n
Tres Alelos (A,B,C) (fA+fB+fC)pot2*n - (fA+fB)pot2*n - (fB+fC)pot2*n - (fA+fC)pot2*n

+ (fA)pot2*n + (fB)pot2*n + (fC)pot2*n

Cuatro Alelos

(A,B,C,D) (fA+fB+fC+fD)pot2*n - (fB4+fC+fD)pot2*n =(fA+fC+fD)pot2*n -
(fA+fB+fD)pot2*n - (fA+fB+fC)pot2*n+ (fC+fD)pot2*n +
(fB+fD)pot2*n + (fB+fC)pot2*n + (fFA+fD)pot2*n + (fA+fC)pot2*n +
(fA+fB)pot2*n - (fA)pot2*n -(fB)pot2*n™= (fC)pot2*n - (fD)pot2*n

f= frecuencia,
7.3.17.2.1.2

7.3.17.2.1.2,

7.3.17.2.1.2,

7.3.17.2.1.2,

7.3.17.2.1.3

7.3.17.2.1.3.

7.3.17.2.1.3.

pot=potencia, n=nUmero de contribuyentes

En los casos de muestras recuperadas de escena en que se asume la proposicion
de que la mezcla estd compuesta por, DOS personas de interés (PDI) no
relacionadas entre si, versus dos individuos desconocidos y no relacionados, el
numerador de la RV no restringidas(XJI»Hf) supone la presencia de las dos PDI, lo
que significa que la probabilidad\de observar resultados consistentes con sus
perfiles seria de 1 (X=1): 100%..de probabilidad.

1 el denominador de la“RV no restringida (Y) (Hd) supone que la mezcla es
una combinacion de do¢s contribuyentes desconocidos sin alelos distintos de los
que presenta el locls“en cuestién, y la combinacion de sus genotipos debe
completar la mezcla, detectada de estos los alelos: el denominador de la LR no
restringida en este locus serd la suma de las probabilidades de las posibles
combinaciones dé genotipos, de acuerdo a los alelos presentes en el locus. El
cuadro 4 résume las formulas que se deben aplicar para la determinacion del
denomipador, de la LR no restringida en los casos en que la mezcla esta
compuesta) por la persona de interés (PDI) y un individuo desconocido no
relaCionado, versus dos individuos desconocidos y no relacionados.

2 La RV para el locus es el numerador dividido por el denominador: RVL = X,
/ YL

3 La RV para mezcla serd la multiplicacion de todos los X, individuales
dividido entre la multiplicaciéon de todos los Y. individuales.

en casos de muestras intimas, la RV serd para las proposiciones de que la
mezcla estad compuesta por la persona de la cual se toma la muestra y por una
persona de interés (PDI) versus la persona de la cual se toma la muestra y un
individuo desconocido.

1 La hipotesis de la Fiscalia (Hf), el numerador de la RV (X), es que el ADN
encontrado en la mezcla proviene de la persona de la cual se toma la muestra y
de la PDI. El Hf seria de 1 (X=1): 100% de probabilidad.

2 La hipdtesis de la Defensa (Hd), el denominador de la RV (Y), es que el
ADN encontrado en la mezcla proviene de la persona de la cual se toma la
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muestra y una persona desconocida. La Hd depende de los posibles genotipos
que se pueden generar a partir de los alelos que no pertenecen al perfil de la
persona de la cual se toma la muestra, tomando en cuenta el perfil de la persona
de la cual se toma la muestra.

7.3.17.2.1.3.2.1El denominador en la RV de las muestras de origen intimo, suponen la
presencia de la persona de la cual se toma la muestra, lo que significa que la
probabilidad de observar resultados consistentes con su perfil seria de 1. Sin
embargo, también se deben de tomar en cuenta los posibles genotipos para
el segundo contribuyente (persona desconocida): debe incluir a los alelos no
incluidos por el perfil de la persona de la cual se toma la muestra (ver Cuadro
2).

7.3.17.2.1.3.2.1.1 Se aplica para cada posibilidad de genotipo, las formulas estipuladas en
7.3.17.1.1y 7.3.17.1.2.

7.3.17.2.1.3.2.1.2 Si por ejemplo tenemos un locus con los\alelos A, B y el perfil de la
persona de la cual se toma la muestra es A, A, los posibles genotipos para el
contribuyente desconocido deberian ser todesvaquellos que incluyan al alelo B
junto con el genotipo A, A. Estos ,pesiblés genotipos segun el cuadro 2
deberian de ser: B, B 0 A, B. El denominador para este locus sera entonces la
suma de todos los posibles genotipaes para el contribuyente desconocido: pB2

+ 2*pA*pB.
7.3.17.2.1.3.3 La RV para el locus es el'numerador dividido por el denominador: RVL = X,
/ YL
7.3.17.2.1.3.4 La RV para mezcla sera la multiplicacion de todos los X, individuales

dividido entre la multiplicacion de todos los Y. individuales.

Nota 23: La Seccién de Bioquimica, permite un maximo de dos (2) pérdidas alélicas tipo
dropout para realizar el analisis estadistico de perfiles mezcla al utilizar softwares de analisis
semicontinuos de mezclas (GREEy»ArmedXpert). En estos casos el marcador que presente esta
pérdida alélica no sera tomado ‘'en cuenta para realizar el analisis estadistico.

7.3.17.2.2 A continuacion, se presenta el proceso y los calculos estadisticos necesarios para
determinarila RV de perfiles genéticos mezcla DE TRES PERSONAS para muestras
que han sido recopiladas de escena:

7.3.17.2.2.1 En los casos en que se asume la proposicion de que a la mezcla (en muestra de
escena) ha contribuido X, Y y Z (muestras de referencia y no relacionadas
genéticamente) (Hf) versus a la mezcla (en muestra de escena) han contribuido
tres personas elegidas al azar no relacionadas con X, ni Y, ni Z (Hd), el
numerador de la RV _no restringida (X) (Hipdtesis de la fiscalia, Hf) supone la
presencia de las tres personas de interés (PDI), lo que significa que la
probabilidad de observar resultados consistentes con sus perfiles seria de 1
(X=1): 100% de probabilidad. Esto es independiente de la cantidad de alelos que
tenga el marcador en cuestion.

7.3.17.2.2.1.1 Se aplica para cada posible genotipo, las férmulas estipuladas en
7.3.17.1.1y 7.3.17.1.2.

7.3.17.2.2.2 el denominador de la RV no restringida (Y) (hipétesis de la defensa) (Hd) supone
que la mezcla es una combinacion de tres contribuyentes desconocidos sin alelos
distintos de los que presenta el locus en cuestion y la combinacion de sus
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genotipos debe completar la mezcla detectada de estos alelos: el denominador
de la LR no restringida en este locus sera la suma de las probabilidades de las
posibles combinaciones de genotipos, de acuerdo a los alelos presentes en el
locus. El cuadro 5 resume las férmulas que se deben aplicar para la
determinacion del denominador de la LR no restringida en los casos de muestras
de escena.

7.3.17.2.2.3 La RV para el locus es el nhumerador dividido por el denominador: RVL = XL/ YL

7.3.17.2.2.4 La RV para la mezcla sera la multiplicacion de todos los X. individuales dividido
entre la multiplicacién de todos los Y. individuales.

Cuadro 5. Formulas a aplicar por locus, para la determinacion del denominador de la
LR no restringida en los casos en que la mezcla sea de escena y-esté compuesta por
TRES INDIVIDUOS

ESCENARIO FORMULA
Un Alelo (A) (fA)pot2*3
Dos Alelos (A,B) (fA+fB)pot2*3 - fApot2*3 - fBpot2*3
Tres Alelos (A,B,C) (fA+fB+fC)pot2*3 - (fA+fB)pot2*3 - (fB+fC)pot2*3 -
(fA+fC)pot2*3 + fApot2*3 + fBpot2*3 +fCpot2*3
Cuatro Alelos (fA+fB+fC+fD)pot2*3 - (fFB¥fCH+fD)pot2*3 - (fA+fC+fD)pot2*3 -
(A,B,C,D) (fA+fB+fD)pot2*3 " (FA+fB+fC)pot2*3 + (fC+fD)pot2*3 +

(fB+fD)pot2*3 + (fB+fC)pot2*3 + (fA+fD)pot2*3 + (fA+fC)pot2*3
+ (fA+fB)pot2*3 C313=fApot2*3 -fBpot2*3 - fCpot2*3 - fDpot2*3

Cinco Alelos (A, B, C, 360FFAXfB*fC*FD*fE* (FA+fB+fC+fD+fE)
D, E)

Seis Alelos (A, B, C, D, 720*FA*FB*fC*FD*FEXFF
E, F)

f= frecuencia, pot=potencia

7.3.17.2.2.5 En los casos en.que se asume la proposicion de que la mezcla estd compuesta
por DOS personds “de interés (PDI-1 y PDI-2) y un individuo desconocido no
relacionado” seleccionado al azar, versus tres individuos desconocidos y no
relacionados, el NUMERADOR de la RV no restringida (X) (Hf) supone la
presencia de las dos PDI (PDI-1 y PDI-2), lo que significa que la probabilidad de
obsérvar resultados consistentes con su perfil seria de 1. Sin embargo, el
numerador también debe incluir los posibles genotipos para el tercer
contribuyente: esto seria el posible genotipo que se puede generar a partir de los
alelos que no pertenecen al perfil de las PDI, tomando en cuenta el perfil de las
PDI (usar figura 10 como guia para determinar estas posibles combinaciones).

7.3.17.2.2.5.1 Se aplica para cada posible genotipo, las férmulas estipuladas en
7.3.17.1.1y 7.3.17.1.2.

7.3.17.2.2.5.1.1UN ALELO: Si por ejemplo tenemos un locus con SOLO el alelo A, el perfil de
la PDI-1 y PDI-2 debe de ser A, A, los posibles genotipos para el tercer
contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A, por lo que
solamente seria posible el genotipo A, A: Fa~2.

7.3.17.2.2,5.1.2 DOS ALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B y el perfil
de la PDI-1 es B, B y el de la PDI-2 es A, B, los posibles genotipos para el
tercer contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A junto
con el alelo B, TOMANDO EN CUENTA LOS GENOTIPOS DE PDI-1 y PDI-2.
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Segun la figura 10, los genotipos que se pueden formar con A y B, TOMANDO
EN CUENTA A LOS GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 son: A, Ao A, B o B, B. El
numerador serd entonces la suma de todos los posibles genotipos para el
TERCER contribuyente: fAN2 + 2*fA*fB + fB/~2 o (fA+fB)N2.

7.3.17.2.2.5.1.2.1 Este mismo escenario se presenta si por ejemplo los genotipos de PDI-1
es A,ByeldelaPDI-2 es A,BoPDI-1 es AAy el de la PDI-2 es B,B.

7.3.17.2.2.5.1.3 TRES ALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C y el
perfil de la PDI-1 es B,C y el de la PDI-2 es A,C los posibles genotipos para el
tercer contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA A LOS
GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todos aquellos
que incluyan a los alelos A, B y C. El numerador sera entonces la suma de
todos los posibles genotipos para el TERCER contribuyente: (fA+fB+fC)"2.

7.3.17.2.2.5.1.3.1 Lo mismo sucede si por ejemplo tenemos un locus'con los alelos A,B,C y el
perfil de la PDI-1 es A,A y el de la PDI-2 es B,C:

7.3.17.2.2.5.1.3.2 Si tenemos un locus con los alelos A, By € yel perfil de la PDI-1 es A, Ay
el de la PDI-2 es B, B se presenta una (situacion de calculo distinta. En este
caso, los posibles genotipos para el tércerContribuyente seran aquello que se
pueden formar con el alelo @ Unicamente, ya que solo queda un
contribuyente y este TIENE questener al alelo C: (2*fA*fC) + (2*fB*fC) +
(fC2).

7.3.17.2.2.5.1.4 CUATRO ALELOS: Si por_ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D y
el perfil de la PDI-1 es B,C y, el de la PDI-2 es A A, los posibles genotipos para
el tercer contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA A
LOS GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todos
aquellos que incliyan”al alelo D. El numerador sera entonces la suma de
todos los pasibles genotipos para el TERCER contribuyente:
(fDA2)+(2*¥FAXfD)+ (2*fB*fD)+ (2*fC*fD).

7.3.17.2.2,5.1.4.1 Si pon,ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D y el perfil de la
PDI-1_es’A,B y el de la PDI-2 es C,D, los posibles genotipos para el tercer
contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA A LOS
GENOFIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todas las posibles
cembinaciones para los cuatro alelos en cuestion: (fA+fB+fC+fD)~2 6 fAN2 +
fBA2 + fCA2 + fDA2 + 2*fAXfD + 2*fB*fD + 2*fC*fD + 2*fA*fB + 2*fA*fC
+ 2*fB*fC.

7.3.17.2.2.5.1.4.2 Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D y el perfil de la
PDI-1 es A,A y el de la PDI-2 es B,B, el UNICO genotipo posible para el tercer
contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA A LOS
GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), es C,D, por lo que el
numerador seria: 2*fC*fD.

7.3.17.2.2.5.1.5 CINCO ALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D,E y
el perfil de la PDI-1 es D,E y el de la PDI-2 es A,A, los posibles genotipos para
el tercer contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA A
LOS GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todos
aquellos que incluyan a los alelos B,C. El numerador sera entonces la suma
de todos los posibles genotipos para el TERCER contribuyente: 2*fB*fC.
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7.3.17.2.2.5.1.5.1 Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B, C, D, E y el perfil de
la PDI-1 es A, By el de la PDI-2 es C, D, los posibles genotipos para el tercer
contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA A LOS
GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todos aquellos
gue incluyan al alelo E. El numerador serad entonces la suma de todos los
posibles genotipos para el TERCER contribuyente: 2*fA*fE + 2*fB*fE +
2*fC*fE + 2*fD*fE + fEN2.

7.3.17.2.2.5.1.6 SEIS ALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D,E,F y
el perfil de la PDI-1 es A,B y el de la PDI-2 es C,D los posibles genotipos para
el tercer contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA A
LOS GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todos
aquellos que incluyan a los alelos E,F. El numerador sera_entonces la suma de
todos los posibles genotipos para el TERCER contribuyente: 2*fE*fF.

7.3.17.2.2.6 el denominador de la RV no restringida (Y) (hipétesis de la defensa) (Hd) supone
gue la mezcla es una combinacion de tres contribuyentes desconocidos sin alelos
distintos de los que presenta el locus en ,euéstién, y la combinacién de sus
genotipos debe completar la mezcla detectada de estos los alelos: el
denominador de la LR no restringida” en “éste locus sera la suma de las
probabilidades de las posibles combihaciones de genotipos, de acuerdo a los
alelos presentes en el locus. La figuran10 resume las férmulas que se deben
aplicar para la determinacién delfdenominador de la LR no restringida en los
casos de muestras de escena.

7.3.17.2.2.7 La RV para el locus es el numerador dividido por el denominador: RVL = XL/ YL

7.3.17.2.2.8 La RV para mezcla serd~la multiplicacién de todos los X. individuales dividido
entre la multiplicacién de todos los Y. individuales.

7.3.17.2.2.9 En los casos en que S€ asume la proposicién de que la mezcla estd compuesta
por UNA persona-de interés (PDI) y DOS individuos desconocidos no relacionados
seleccionadoshal\azar, versus tres individuos desconocidos y no relacionados, e/
numerador de la RV no restringida (X) (Hf) supone la presencia de la PDI, lo que
significaque, la probabilidad de observar resultados consistentes con su perfil
seria,.de 1. Sin embargo, el numerador también debe incluir los posibles
genaotipos para el segundo y tercer contribuyente: esto seria el posible genotipo
que se’pueden generar a partir de los alelos que no pertenecen al perfil de la
PDI, tomando en cuenta el perfil de la PDI (refiérase a la figura 10 para tener en
cuenta todas las combinaciones posibles que se pueden presentar de acuerdo a
los diversos escenarios planteados).

7.3.17.2.2.10 Se aplica para cada posible genotipo, las férmulas estipuladas en los
puntos 7.3.17.1.1 (P= 2*p*q) y 7.3.17.1.2 (P= p2).

7.3.17.2.2.10.1 El numerador serd la SUMA de cada una de estas posibilidades.

7.3.17.2.2.11 UN ALELO: Si por ejemplo tenemos un locus con SOLO el alelo A, el perfil
de la PDI debe de ser A, A, los posibles genotipos para el segundo y tercer
contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A: (fA)"4.

7.3.17.2.2.12 DOS ALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B y el
perfil de la PDI es B, B, los posibles genotipos para el segundo y tercer
contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA AL GENOTIPO DE

LA PDI (ver figura 10), deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A junto
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con el alelo B menos el genotipo B, B. El cdlculo para determinar todas las
posibles combinaciones con dos alelos es (fA+fB)pot2*n, en este caso
(fA+fB)pot2*2. El numerador sera entonces la suma de todos los posibles
genotipos para el segundo y tercer contribuyente SIN TOMAR EN CUENTA EL
PERFIL DE LA PDI: (fA+fB)pot2*2 - (fB)pot2*2.

7.3.17.2.2.12.1 Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B y el perfil de la PDI es
A, B, los posibles genotipos para el segundo y tercer contribuyente QUE SE
PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA AL GENOTIPO DE LA PDI (ver figura
10), deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A junto con el alelo B
menos el genotipo A, B. El calculo para determinar todas las posibles
combinaciones con dos alelos es (fA+fB)pot2*n, en este caso (fA+fB)pot2*2. El
numerador sera entonces la suma de todos los posibles genotipos para el
segundo y tercer contribuyente SIN TOMAR EN CUENTATEL PERFIL DE LA PDI:
(fA+fB)pot2*2 — (2*fA*fB)pot2*2.

7.3.17.2.2.13 TRES ALELOS: Si por ejemplo tenemos_un locus con los alelos A,B,C y el
perfil de la PDI es B,C, los posibles genmetipos para el segundo y tercer
contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA AL GENOTIPO DE
LA PDI (ver figura 10), deberian ser todgs aguellos que incluyan a los alelos A, B
y C ((fA+fB+fC)pot2*2) sin tomar en cuenta a los genotipos que se forman a
partir de B y C ((fB+fC)pot2*2). El numerador sera entonces: (fA+fB+fC)pot2*2
- (fB+fC)pot2*2.

7.3.17.2.2.13.1 Si por ejemplo tenemosiun Jlocus con los alelos A,B,C y el perfil de la PDI
es A,A, los posibles genotiposypara el segundo y tercer contribuyente QUE SE
PUEDEN FORMAR TOMANDO=-EN CUENTA AL GENOTIPO DE LA PDI (ver figura
10), deberian ser todos, aquellos que incluyan a los alelos A, B y C
((FA+fB+fC)pot2*2) sin“temar en cuenta a los genotipos que se forman a partir
de A: (fA+fB)pot2*2, (fA+fC)pot2*2, (fA)pot2*2. El numerador serd entonces:
(fA+fB+fC)pot2*2 - (fA+fB)pot2*2 - (fA+fC)pot2*2 + (fA)pot2*2.

7.3.17.2.2.14 CUATRONALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D
y el perfilnde la PDI es B,C los posibles genotipos para el segundo y tercer
contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA AL GENOTIPO DE
LA PDI (vér figura 10), deberian ser todos aquellos que incluyan a los alelos
A,B,€,D: ((fA+fB+fC+fD)pot2*2), sin tomar en cuenta a los genotipos que se
forman a partir de B,C ((fB+fC+fD)pot2*2 - (fA+fB+fC)pot2*2 + (fB+fC)pot2*2)
(la operacion (fB+fC)pot2*2 corresponde a que en las dos restas previas se hace
doble cancelacion de esa combinacién). El numerador sera entonces:
(fA+fB+fC+fD)pot2*2 - (fB+fC+fD)pot2*2-(fA+fB+fC)pot2*2 + (fB+fC)pot2*2.

7.3.17.2.2.14.1 Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D y el perfil de la
PDI es A,A los posibles genotipos para el segundo y tercer contribuyente QUE SE
PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA AL GENOTIPO DE LA PDI (ver figura
10), deberian ser todos aquellos que incluyan a los alelos A,B,C,D:
((fA+fB+fC+fD)pot2*2), sin tomar en cuenta a los genotipos que se forman a
partir de A: (fA+fB+fC)pot2*2, (fA+fB+fD)pot2*2, (fA+fC+fD)pot2*2,
(fA+fB)pot2*2, (fA+fC)pot2*2, (fA+fD)pot2*2, (fA)pot2*2. El numerador serd
entonces: (fA+fB+fC+fD)pot2*2 - (fA+fB+fC)pot2*2 - (fA+fB+fD)pot2*2 -
(fA+fC+fD)pot2*2 + (fA+fB)pot2*2 + (fA+fC)pot2*2 + (fA+fD)pot2*2 -
(fA)pot2*2.
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7.3.17.2.2.15 CINCO ALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D,E

y el perfil de la PDI es D,E los posibles genotipos para el segundo y tercer
contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA AL GENOTIPO DE
LA PDI (ver figura 10), deberian ser todos aquellos que incluyan a los alelos
A,B,C,D,E: ((fA+fB+fC+fD+fE)pot2*2), sin tomar en cuenta a los genotipos que
se forman a partir de D,E: ((fA+fB+fD+fE)pot2*2 - (fA+fC+fD+fE)pot2*2 -
(fB+fC+fD+fE)pot2*2 + (fA+fD+fE)pot2*2 + (fB+fD+fE)pot2*2 +
(fC+fD+fE)pot2*2 -  (fD+fE)pot2*2). ElI numerador sera entonces:
(fA+fB+fC+Fd+fE)pot2*2 - (fA+fB+fD+fE)pot2*2 - (fA+fC+fD+fE)pot2*2 -
(fB+fC+fD+fE)pot2*2 + (fA+fD+fE)pot2*2 + (fB+fD+fE)pot2*2 +
(fC+fD+fE)pot2*2 — (fD+fE)pot2*2.

7.3.17.2.2.15.1 Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A}B;C,D,E y el perfil de la

PDI es A,A los posibles genotipos para el segundo y tereer contribuyente QUE SE
PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA AL GENOTIPQ DE LA PDI (ver figura
10), deberian ser todos aquellos que incluyan a los,alelos B,C,D,E SIN TOMAR EN
CUENTA AL ALELO A, ya que no hay es posible que se tome en cuenta a este
alelo para realizar combinaciones y mantenér la“hipotesis de cinco alelos. Todas
las posibles combinaciones de losalelos restantes se resume en:
(fE4+fB+fC+fD)pot2*2 - (fB+fC+fD)pot2*2 - (fE4+fC+fD)pot2*2 -
(fE+fB+fD)pot2*2 - (fE+fB+fC)pot2*2 + (fC+fD)pot2*2 + (fB+fD)pot2*2 +
(fB+fC)pot2*2 + (fE+fD)pot2*2 I\ (fE+fC)pot2*2 + (fE+fB)pot2*2 C313-
fEpot2*2 -fBpot2*2 - fCpot2*2 ~fDpot2*2.

7.3.17.2.2.16 SEIS ALELOS: Si porsejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D,E,F

y el perfil de la PDI es A)B los posibles genotipos para el segundo y tercer
contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA AL GENOTIPO DE
LA PDI (ver figura 10), deberian ser todos aquellos que incluyan a los alelos
A,B,C,D,E,F: ((fA+fB+fC+fD+fE+fF)pot2*2), sin tomar en cuenta a los genotipos
que se forman a partir de A,B: ((fA+fB+fC+fD+fE)N4 - (FA+fB+fC+fD+fF)N4 -
(fA+fB+fD+fE+fE)24 -  (fA+fB+fCHfE+fF)N4  +  (fA+fB+fC+D)N4  +
(fA+fB+fCH+fE)04 + (FA+fB+fCH+fF)~N4 + (FA+fB+fD+fE)N4 + (FA+fB+fD+fF)N4
+ (fA+fB+fE+fF)~4 - (fA+fB+fC)~4 - (fA+fB+fD)~N4 - (fA+fBH+fE)N4 -

(fA+fB+fF)%4 + (fA+fB)™4). El numerador sera entonces:
(fA+fB+fE4+fD+fE+fF)pot2*2) - (fA+fB+fC+fD+fE)~4 - (fA+fB+fC+fD+fF)~4 -
(fA+fB+fD+fE+fF)~4 -  (fA+fB+fC+fE+fF)~4 +  (fA+fB+fC+fD)~4  +

(FA+B+fCHfE) 4 + (FA+fB+FC+fF)A4 + (FA+FB+fD+FE)N4 + (FA+B+FD+fF)~4
+ (FA+fBHfE+fF)A4 - (fA+fB+C)A4 - (fA+fB+fD)A4 - (FA+fB+fE)A4 -
(FA+fB+fF) A4 + (fA+fB)"4

7.3.17.2.2.17 El denominador de la RV no restringida (Y) (Hd) supone que la mezcla es

7.3.17.2.3

una combinacién de tres contribuyentes desconocidos sin alelos distintos de los
que presenta el locus en cuestién, y la combinacion de sus genotipos debe
completar la mezcla detectada de estos los alelos: el denominador de la LR no
restringida en este locus serd la suma de las probabilidades de las posibles
combinaciones de genotipos, de acuerdo a los alelos presentes en el locus. El
cuadro 5 resume las formulas que se deben aplicar para la determinacion del
denominador de la LR no restringida en los casos de muestras de escena.

A continuacién, se presenta el proceso y los calculos estadisticos necesarios para

determinar la RV de perfiles genéticos mezcla DE TRES PERSONAS para muestras
que se consideran de origen intimo:
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7.3.17.2.3.1 En estos casos se tienen MUESTRAS DE ORIGEN iNTIMO, en donde la muestra se
toma de una persona o de accesorios intimos de ésta, por lo que se asume que
esta persona estara PRESENTE en el indicio.

7.3.17.2.3.2 En los casos en que se asume la proposicion de que la mezcla esta compuesta
por TRES personas de interés (PDI) (indubitadas y no relacionados), A, By C:

7.3.17.2.3.2.1 El NUMERADOR de la RV no restringida (X) (Hf) supone la presencia de las
TRES PDI, lo que significa que Ila probabilidad de observar resultados
consistentes con su perfil seria de 1.

7.3.17.2.3.2.2 El DENOMINADOR de la RV no restringida (Y) (Hd) debe incluir los
posibles genotipos para el segundo y tercer contribuyente (B y C): esto seria el
posible genotipo que se puede generar a partir de los al€los.que no pertenecen al
perfil de la PDI A (de quien se toma la muestra), tomrando en cuenta el perfil de
la PDI.

7.3.17.2.3.2.2.1Se aplica para cada posible genotipo, las formulas estipuladas en los puntos
7.3.17.1.1 (P= 2*p*q) y 7.3.17.1.2 (P=~p2). El denominador sera la SUMA
de cada una de estas posibilidades.

7.3.17.2.3.2.2.2UN ALELO: Si por ejemplo tenemos un“tocus con SOLO el alelo A, el perfil de
las PDI debe de ser A, A. En el DENOMINADOR los posibles genotipos para el
segundo y tercer contribuyente_deberian ser todos aquellos que incluyan al
alelo A: fAN4,

7.3.17.2.3.2.2.3DO0S ALELOS: Si por ejemplo.tenemos un locus con los alelos A, B y el perfil
de la PDI-A es A, A. En el DENOMINADOR, los posibles genotipos para el
segundo y tercer centribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan al
alelo A junto con.€l alelo B menos al genotipo AA. El calculo para todos los
posibles genotipesipara el segundo y tercer contribuyente SIN TOMAR EN
CUENTA EL PERFIL DE LA PDI: (fA+fB)pot2*2 - (fA)pot2*2.

7.3.17.2.3.2.2.4TRES ALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B, C y el
perfil dé la PDI es A, B. En el DENOMINADOR, los posibles genotipos para el
segundo‘y tercer contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan a los
alelos A, B y C sin tomar en cuenta a los genotipos que se forman a partir de
Ay B: (fA+fB+fC)pot2*2 - (fA+fB)pot2*2.

7.3.17.2.3.2.2.5CUATRO ALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B, C,D y
el perfil de la PDI es A, B. En el DENOMINADOR, los posibles genotipos para
el segundo y tercer contribuyentes deberian ser todos aquellos que incluyan a
los alelos A,B,C,D, sin tomar en cuenta a los genotipos que se forman a partir
de A,B: (fA+fB+fC+fD)pot2*2 - (fB+fA+fD)pot2*2-(fA+fB+fC)pot2*2 +
(fB+fA)pot2*2.

7.3.17.2.3.2.2.6 CINCO ALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B, C, D, E
y el perfil de la PDI es A, A. En el DENOMINADOR, los posibles genotipos para
el segundo y tercer contribuyentes deberian ser todos aquellos que incluyan a
los alelos A,B,C,D,E, sin tomar en cuenta a los genotipos que se forman a
partir de UNA COMBINACION DE A: (fA+fB+fC+fD+fE)pot2*¥2 -
(fA+fB+fC+fD)pot2*2 - (fA+fB+fC+fE)pot2*2 -(fA+fB+fD+fE)pot2*2 -
(fA+fC+fD+fE)pot2*2 + (fA+fB+fC)pot2*2 + (fA+fB+fD)pot2*2 +
(fA+fB+fE)pot2*2 + (fA+fC+fD)pot2*2 + (fA+fC+fE)pot2*2 +

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestidn de Calidad




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 19 PAGINA: 78 de 187

GESTION DE CASOS E INTERPRETACION DE P-DCF-ECT-BQM-52
RESULTADOS, UNIDAD DE GENETICA FORENSE,
SECCION DE BIOQUiIMICA

(fA+fD+fE)pot2*2 - (fA+fB)pot2*2 -(fA+fC)pot2*2 - (fA+fD)pot2*2 -
(fA+fE)pot2*2 + (fA)pot2*2.

7.3.17.2.3.2.2.7SEIS ALELOS: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B, C, D, E, F
y el perfil de la PDI es A, B. En el DENOMINADOR, los posibles genotipos para
el segundo y tercer contribuyentes deberian ser todos aquellos que incluyan a
los alelos A,B,C,D,E,F, sin tomar en cuenta a los genotipos que se forman a
partir de A,B: (fA+fB+fC+fD+fE+fF)pot2*2 - (fA+fB+fC+fD+fE)N4 -
(fA+fB+fC+fD+fF)~4 - (fA+fB+fD+fE+fF)~N4 - (fA+fB+fCH+fE+fF)N4 +
(fA+fB+fC+fD)"4 + (fA+fB+fC+fE)"4 + (fA+fB+fC+fF)~N4 +
(fA+fB+fD+fE)N4 + (fA+fB+fD+fF)~4 + (fA+fB+fE+fF)N4 - (FA+fB+FC)NE -
(fA+fB+fD)~4 - (fA+fB+fE)"4 - (fA+fB+fF)~4 + (fA+fB)N4.

7.3.17.2.3.2.3 La otra posibilidad en casos que tienen MUESTRAS\DE-ORIGEN INTIMO, es
cuando se asume la proposicién de que la mezcla estda compuesta por DOS
personas de interés (PDI-1 y PDI-2) (indubitadas y=no“relacionados), A y B junto
con una persona seleccionada al azar.

7.3.17.2.3.2.3.1El NUMERADOR de la RV no restringidal (X). (Hf) supone la presencia de las

DOS PDI, lo que significa que lasprobabilidad de observar resultados
consistentes con su perfil seria de “1#/"Sin embargo, el numerador también
debe incluir los posibles genotipo$‘para el tercer contribuyente: esto seria el
posible genotipo que se puedes generar a partir de los alelos que no
pertenecen al perfil de las PBPI-1, y PDI-2, tomando en cuenta el perfil de las
PDI (usar figura 10 como guia para determinar estas posibles
combinaciones).

7.3.17.2.3.2.3.2El DENOMINADOR de~la RV no restringida (Y) (Hd) debe incluir los posibles
genotipos para el 'segundo y tercer contribuyente (B y C): esto seria el
posible genotipe-.que se pueden generar a partir de los alelos que no
pertenecen al perfil de la PDI A (de quien se toma la muestra), tomando en
cuenta el perfilrde la PDI.

7.3.17.2.3.2.3.3Se aplica para cada posible genotipo, las formulas estipuladas en los puntos
7.3.¥721%1 (P= 2*p*q) y 7.3.17.1.2 (P= p2). El numerador sera la SUMA de
cada una de estas posibilidades.

7.3.17.2.3.2.3.4UN ALELO:

7.3.17.2.3.2.3.4.1 NUMERADOR: Si por ejemplo tenemos un locus con SOLO el alelo A, el
perfil de la PDI-1 y PDI-2 debe de ser A, A, los posibles genotipos para el
tercer contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A, por
lo que solamente seria posible el genotipo A, A: fAN2.

7.3.17.2.3.2.3.4.2 DENOMINADOR: Ilos posibles genotipos para el segundo vy tercer
contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A: (fA™4).

7.3.17.2.3.2.3.5D0S ALELOS

7.3.17.2.3.2.3.5.1 NUMERADOR: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B y el
perfil de la PDI-1 es A, Ay el de la PDI-2 es A, B, los posibles genotipos para
el tercer contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A
junto con el alelo B. Segun el cuadro A, los genotipos que se pueden formar
con Ay B, TOMANDO EN CUENTA A LOS GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 son:
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A, Ao A, B o B, B. El numerador sera entonces la suma de todos los posibles
genotipos para el TERCER contribuyente: fA2 + 2*fA*fB + fB2 6 (fA+fB)"2.

7.3.17.2.3.2.3.5.2 DENOMINADOR: los posibles genotipos para el segundo y tercer
contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A junto con el
alelo B tomando en cuenta que el perfil de la PD1 es A, A: (fA+fB)pot2*2 -
(fA)pot2*2. Se resta a (fA)pot2*2 para evitar tomarlo en cuenta dos veces.

7.3.17.2.3.2.3.5.3 NUMERADOR: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B y el
perfil de la PDI-1 es A, B y el de la PDI-2 es A, B, los posibles genotipos para
el tercer contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A
junto con el alelo B. Segun el cuadro A, los genotipos que se pueden formar
con Ay B, TOMANDO EN CUENTA A LOS GENOTIPOS_DE PDI-1 Y PDI-2 son:
A, Ao A, B o B, B. El numerador sera entonces la suma“de todos los posibles
genotipos para el TERCER contribuyente: fA2 + 2¥fA*fB + fB2 6 (fA+fB)2.

7.3.17.2.3.2.3.5.4 DENOMINADOR: Ilos posibles genotipos \para el segundo vy tercer
contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan al alelo A junto con el
alelo B tomando en cuenta que el perfideld PD1 es A, B. El calculo para
todos los posibles genotipos paraseh_segundo y tercer contribuyente
TOMANDO EN CUENTA EL PERFIL DE\LA=PDI: (fA+fB)pot2*2. En este caso no
se elimina la combinacion (fA+fB) ‘debido a que es posible que los genotipos
de los otros dos contribuyentes sean A, B.

7.3.17.2.3.2.3.6 TRES ALELOS

7.3.17.2.3.2.3.6.1 NUMERADOR: Si porfejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C y el
perfil de la PDI-1 es A,B v.el de la PDI-2 es C,C los posibles genotipos para el
tercer contribuyenté QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA A LOS
GENOTIPOS DE PRI~1/Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todos aquellos
que incluyan a‘los=alelos A, B y C. El numerador sera entonces la suma de
todos los posibles ‘genotipos para el TERCER contribuyente: (fA+fB+fC)pot2.

7.3.17.2.3.2.3.6.2 DENOMINADOR: los posibles genotipos para el segundo vy tercer
contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan a los alelos A, By C
tomando“en cuenta que el perfil de la PD1 es A, B: (fA+fB+fC)pot2*2 -
(FA+fB)pot2*2.

7.3.17.2.3.2.3.6.3-NUMERADOR: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B, C y el
perfil de la PDI es A, A, los posibles genotipos para el segundo y tercer
contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA AL GENOTIPO
DE LA PDI (ver figura 10), deberian ser todos aquellos que incluyan a los
alelos A, B y C ((fA+fB+fC)pot2). ElI numerador serd entonces:
(fA+fB+fC)pot2.

7.3.17.2.3.2.3.6.4 DENOMINADOR: Ilos posibles genotipos para el segundo vy tercer
contribuyente deberian ser todos aquellos que incluyan a los alelos A, By C
tomando en cuenta que el perfil de la PD1 es A, A: (fA+fB+fC)pot2*2 -
(fA+fB)pot2*2 - (fA+fC)pot2*2 + (fA)pot2*2.

7.3.17.2.3.2.3.7CUATRO ALELOS

7.3.17.2.3.2.3.7.1 NUMERADOR: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B, C, D y
el perfil de la PDI-1 es A, B y el de la PDI-2 es C, C los posibles genotipos
para el tercer contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA
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A LOS GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todos
aquellos que incluyan al alelo D. El numerador sera entonces la suma de
todos los posibles genotipos para el TERCER contribuyente:
(fDpot2)+(2*fA*fD)+(2*fB*fD)+ (2*fC*fD).

7.3.17.2.3.2.3.7.2 DENOMINADOR: los posibles genotipos para el segundo y tercer
contribuyentes deberian ser todos aquellos que incluyan a los alelos A, B, C,
D, tomando en cuenta que el perfil de la PD1 es A, B: (fA+fB+fC+fD)pot2*2 -
(fB+fA+fD)pot2*2-(fA+fB+fC)pot2*2 + (fB+fA)pot2*2.

7.3.17.2.3.2.3.7.3 NUMERADOR: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A, B, C, Dy
el perfil de la PDI-1 es A, Ay el de la PDI-2 es C, D los posibles genotipos
para el tercer contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA
A LOS GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10)y deberian ser todos
aquellos que incluyan al alelo B. El numerador{sera’ entonces la suma de
todos los posibles genotipos para @l SNTERCER contribuyente:
(fBpot2)+ (2*fA*fB)+ (2*fB*fC)+(2*fB*fD).

7.3.17.2.3.2.3.7.4 DENOMINADOR: los posibles gengtiposs/ para el segundo y tercer
contribuyentes deberian ser todos aquelles.que incluyan a los alelos A,B,C,D,
tomando en cuenta que el perfil de\la“PD1 es A,A: (fA+fB+fC+fD)pot2*2 -
(fA+fB+fD)pot2*2 - (fA+fB+fC)pot2*2+- (fA+fC+fD)pot2*2 + (fA+fB)pot2*2
+ (fA+fC)pot2*2 + (fA+fD)pot2*2, - (fA)pot2*2.

7.3.17.2.3.2.3.8CINCO ALELOS

7.3.17.2.3.2.3.8.1 NUMERADOR: Si porfejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D,E y
el perfil de la PDI-1 es A)A.y el de la PDI-2 es B,C los posibles genotipos para
el tercer contribuyénte, QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA A
LOS GENOTIPOSNDE.PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todos
aquellos que incltiyan a los alelos D,E. El humerador sera entonces la suma
de todos losgposibles genotipos para el TERCER contribuyente: 2*fD*fE.

7.3.17.2.3.2.3.8.2 DENOMINADOR: los posibles genotipos para el segundo vy tercer
contribuyentes deberian ser todos aquellos que incluyan a los alelos
AB/C,D,E, tomando en cuenta que el perfil de la PDl1 es AA:
(FA+fB+fC+fD+fE)pot2*2 - (fA+fB+fC+fD)pot2*2 - (fA+fB+fC+fE)pot2*2 -
(fA+fB+fD+fE)pot2*2 - (fA+fCH+fD+fE)pot2*2 + (fA+fB+fC)pot2*2 +
(fA+fB+fD)pot2*2 + (fA+fB+fE)pot2*2 + (fA+fC+fD)pot2*2 +
(fA+fC+fE)pot2*2 + (fA+fD+fE)pot2*2 - (fA+fB)pot2*2 -(fA+fC)pot2*2 -
(fA+fD)pot2*2 - (fA+fE)pot2*2 + (fA)pot2*2.

7.3.17.2.3.2.3.8.3 NUMERADOR: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D,E y
el perfil de la PDI-1 es A,B y el de la PDI-2 es C,D los posibles genotipos para
el tercer contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA A
LOS GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todos
aquellos que incluyan a los alelos E. El numerador sera entonces la suma de
todos los posibles genotipos para el TERCER contribuyente: fE*fE + 2*fE*fA
+ 2*fE*fB + 2*fE*fC + 2*fE*fD.

7.3.17.2.3.2.3.8.4 DENOMINADOR: Ilos posibles genotipos para el segundo vy tercer
contribuyentes deberian ser todos aquellos que incluyan a los alelos
AB,C,D,E, tomando en cuenta que el perfil de la PDl1 es A,B:
(fA+fB+fC+fD+fE)N4 - (fA+fB+fC+fD)N4 - (fA+fB+fC+fE)N4 -
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(FA+fB+fD+fE)A4 + (FA+fB+fC)A4 + (FA+fB+fD)A4 + (fA+fB+fE)~A4 -
(FA+B) 4.

7.3.17.2.3.2.3.9SEIS ALELOS

7.3.17.2.3.2.3.9.1 NUMERADOR: Si por ejemplo tenemos un locus con los alelos A,B,C,D,E,F
y el perfil de la PDI-1 es A,B y el de la PDI-2 es C,D los posibles genotipos
para el tercer contribuyente QUE SE PUEDEN FORMAR TOMANDO EN CUENTA
A LOS GENOTIPOS DE PDI-1 Y PDI-2 (ver figura 10), deberian ser todos
aquellos que incluyan a los alelos E,F. El numerador serd entonces la suma de
todos los posibles genotipos para el TERCER contribuyente: 2*fE*fF.

7.3.17.2.3.2.3.9.2 DENOMINADOR: los posibles genotipos para el segundo y tercer
contribuyentes deberian ser todos aquellos quettincluyan a los alelos
A,B,C,D,E,F, sin tomar en cuenta a los genotipos~que  se forman a partir de
A B: (fA+fB+fC+fD+fE+fF)pot2*2 - (fA+fB+fC+fD+fE) N4 -
(fA+fB+fC+fD+fF)~4 - (fA+fB+fD+fE+fF)N4 =" (FA+fB+fCH+fE+fF)N4  +
(fA+fB+fC+fD)"N4 + (fA+fB+fC+fE)N4 + (fA+fB+fC+fF)~4 +
(fA+fB+fD+fE)N4 + (fA+fB+fD+fF)~4 ¥ (FA+fB+fE+fF)N4 - (FA+fB+FC)NE -
(fA+fB+fD)"4 - (fA+fB+fE)~4 - (FA+fB+fE)/ 4 + (FA+fB)N4.

7.3.18 Aplicaciones de software Armedxpert{para analisis de mezclas y analisis
estadistico.

7.3.18.1 La Seccién de Bioquimica cuentas, ‘con el software Armedxpert que permite
deconvoluvionar perfiles genéticos mezcla y realizar el anadlisis estadistico de los
mismo.

7.3.18.1.1 Para el uso del softwaresreferirse al Anexo 2 de este procedimiento.

7.3.18.1.1.1 Cada analista deberazguardar el proyecto de Genemapper ID-x en formato de
exportacién de Armedxpert (ver Anexo 2) en la carpeta denominada “Archivos
Armedxpert/carpeta perito” colocada en el escritorio de la computadora que
contenga al software.

7.3.18.1.1.2 Los archivos/de interpretacién de mezclas deberan ser respaldados de ser posible
al mengs Cada seis meses por la persona responsable designada por la Jefatura
de Seccién’para realizar los respaldos de informacién del software en la Seccion.
Esta\informacién debe ser trasladada al Encargado de Calidad para su respaldo
en el disco externo correspondiente. Utilizar la carpeta designada en H:.

7.3.18.2 La Seccién de Bioquimica emitird conclusiones de perfiles mezcla utilizando este
software para un maximo de TRES contribuyentes.

7.3.18.3 Para el proceso de andlisis de mezclas con el software, se debe iniciar con los locus
que presenten la mayor cantidad de alelos presentes, esto con el fin de determinar
la cantidad y proporcion global de contribuyentes del perfil mezcla.

7.3.18.3.1 De esta manera se puede determinar mas facilmente si se estd analizando una
mezcla de dos o de tres contribuyentes.

7.3.18.3.2 EN CASO DE MEZCLAS DE DOS PERSONAS: Si la proporcion global de la mezcla
es menor de 3:1 luego de analizar al menos 10 loci distintos, la mezcla se declarara
como No Deconvolucionable y se procedera a realizar calculo estadistico de perfiles
mezcla.
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7.3.18.3.3 EN CASO DE MEZCLAS DE DOS PERSONAS: Si la proporcién de contribuyentes es
mayor a 3:1 pero menor a 11:1, se procedera IDEALMENTE a realizar la
deconvolucién completa del perfil y la determinacion del perfil mayoritario.

7.3.18.3.3.1 Tome en cuenta que de igual manera se puede reportar el perfil mezcla
completo, sobretodo en los casos en donde el perfil minoritario se considera de
interés.

7.3.18.3.3.2 Para el caso de perfiles mezcla de origen intimo, proceda a realizar estadistica de
perfil puro mayoritario utilizando el ArmedXpert o la hoja de célculo definida para
esto y en caso de perfiles mezcla con origen de escena se procedera a realizar
una estadistica de mezclas utilizando Armedxpert o GFF.

7.3.18.3.4 EN CASO DE MEZCLAS DE DOS PERSONAS: Si la propordidén.de contribuyentes es
mayor de 11:1 en el analisis de al menos 10 locus, se permite determinar el perfil
mayoritario y declarar el perfil minoritario como No Concluyente, documentando el
motivo de esta conclusidn en el apartado de observaciones del Formulario: Lista de
Verificacion de Cumplimiento del Procedimientos INTERPRETACION DE PERFILES
GENETICOS. y se procederd a realizar estadistica’ de perfil puro utilizando el
ArmedXpert o la hoja de calculo definida para~esto.

7.3.18.3.5 EN CASO DE MEZCLAS DE DOS PERS@NAS: pueden existir perfiles en donde se
considera existe pérdida de algun alelosminoritario. En ese caso se puede aplicar lo
establecido en el punto 7.3.14.6.5 y d€clarar este marcador como no concluyente.

7.3.18.3.5.1 En caso de que se decida reportar el marcador tal y como estd, se debe de hacer
una anotacion en el Formulario: Lista de Verificacion de Cumplimiento del
Procedimiento: INTERPRETAGION DE PERFILES GENETICOS, indicando cuales
marcadores presentan(posible pérdida alélica. Ademas, el analisis estadistico de
esta clase de perfiles'se=llevara a cabo solamente mediante software de analisis
continuo de mezclasx

7.3.18.3.6 El software Armedxpert permite el uso de perfiles de referencia para facilitar la
deconvolucion ,de™os perfiles mezcla. Esto es permitido solamente para perfiles
obtenidos a partir de muestras intimas. Ver Anexo 2.

7.3.18.3.7 EN CASO DE MEZCLAS DE TRES PERSONAS: Solamente se tomara en cuenta la
proporcion de la mezcla en los casos en donde se tenga un perfil mayoritario que
cumpla con lo establecido en 7.3.13.6.10.3.2

7.3.18.3.8 EN CASO DE MEZCLAS DE TRES PERSONAS: pueden existir perfiles en donde se
considera existe pérdida de algun alelo minoritario. En ese caso se puede aplicar lo
establecido en el punto 7.3.14.6.5 y declarar este marcador como no concluyente.

7.3.18.3.8.1 En caso de que se decida reportar el marcador tal y como esta, se debe de hacer
una anotacién en el Formulario: Lista de Verificacion de Cumplimiento del
Procedimiento: INTERPRETACION DE PERFILES GENETICOS, indicando cuales
marcadores presentan posible pérdida alélica. Ademas, el analisis estadistico de
esta clase de perfiles se llevarad a cabo solamente mediante software de analisis
continuo de mezclas.

7.3.18.3.9 El reporte de perfil mezcla debera ser generado como se indica en el Anexo 2. El
mismo debera ser remitido a otro analista que debera realizar la verificacion de los
resultados (segunda lectura de perfiles mezcla) con base en el reporte generado. Lo
anterior independiente de si la mezcla fue deconvolucionada, o no, en su totalidad.
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7.3.18.3.9.1 Se considera un reporte revisado por un segundo analista cuando el reporte
mencionado en 7.3.18.3.9 este firmado por el analista responsable del caso y el
revisor y cuente con la siguiente anotacion: “Yo SEGUNDO REVISOR, hago
constar que: -Revisé todos los datos y resultados registrados. -Los mismos
corresponden a los analisis realizados en tipo y cantidad y sobre los objetos
indicados”. “Fecha y hora de la aprobacién y firma de la segunda lectura de perfil
mezcla: Fecha, Hora."

7.3.18.3.10 Todos los analisis realizados en el Armedxpert deberdan ser guardados en una
carpeta por analista en la computadora destinada para el uso del software y esta
informacién debera ser respaldada de ser posible cada dos meses por la persona
responsable de realizar los respaldos de informacion de la Seccion.

7.3.19 Estudio de Haplotipo de Cromosoma Y.
7.3.19.1 La Seccion de Bioquimica realiza analisis de STR’s del cromosoma Y.

7.3.19.2 El analisis del Cromosoma Y dependerd del caso que se estd analizando. Sin
embargo, lo siguiente debe de ser considerado cuandosse toma la decisién de utilizar
cromosoma Y:

7.3.19.2.1 Tipo de delito (delitos sexuales, andlisiSx\eomplementarios en estudios de restos
0seos, estudios de paternidad complejos{ femicidios)

7.3.19.2.2 Cuantificacion de ADN masculindtper encima de 0.0040ng/uL en montaje con
reaccion completa en un volumen maximo de 10uL de muestra.

7.3.19.2.3 Se realizara el montaje de Cromosoma Y para los casos de femicidios siempre y
cuando:

7.3.19.2.3.1 en el indicio a analizarse confirme la presencia de sangre humana y este tenga
valor probatorio para el=caso.

7.3.19.2.3.2 no se logre obtener un perfil autosémico a partir de ninguno de los indicios.

7.3.19.2.3.3 de contar con, residuos subungueales de la victima, estos se hayan analizado y no
se haya lograde obtener un perfil con valor probatorio (ya sea autosémico o de
Cromosoma Y)i

7.3.19.2.4 Cuando e cumpla con los criterios anteriores, se procedera a escoger una unica
muestra ~(la que tenga la mejor cuantificacion de Y segun el reporte de
cuantificacion) para el montaje del haplotipo de Cromosoma Y.

7.3.19.2.5 Los casos de Homicidios no se analizaran de rutina por Cromosoma Y, pero si las
circunstancias del caso lo requieren, se podra analizar previa autorizacién de la
Jefatura de Seccidn y Lider Técnico.

Nota 24: De acuerdo a los resultados obtenidos en el proceso de validacion, los valores de
ADN masculino por debajo del limite definido en 7.3.19.2.2 aumentan la probabilidad de
presentar efectos estocasticos que interfieren en la interpretacién del perfil (pérdida alélica,
drop-in, drop-out, entre otros)

Nota 25: Para los casos en donde hay presencia preliminar de semen y la cuantificacion de
ADN Masculino es menor a 0.04ng de ADN (0.004ng/uL) en un volumen maximo de 10uL de
muestra, no se debe realizar el paso de amplificacion del perfil genético y se debe reportar en
el dictamen pericial de acuerdo a lo estipulado en el SADCF.
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7.3.19.3 Interpretacion del analisis de haplotipos de cromosoma Y.

7.3.19.3.1 Todos los loci Y-STR estan fisicamente vinculados en el cromosoma Y. Debido a
la falta de recombinacién genética, todo el haplotipo del cromosoma Y debe tratarse
como un solo locus.

7.3.19.3.2 Los productos de la amplificacion de las muestras seran interpretados basandose
en la calidad de los picos, la morfologia y los valores de RFU’s

7.3.19.3.3 Para aspectos basicos de interpretacion y definiciones ver punto 7.3.10

7.3.19.3.4 Los umbrales analiticos y estocasticos estan definidos en la validacion del kit
utilizado, para esto ver informes de validacidon en en H:\Calidad\16. Métodos\Val e
Incert o la designada por el Encargado de Calidad.

7.3.19.3.4.1 Para loci de copias multiples como DYS385 y DYF387Si,{es importante ademas
considerar el porcentaje minimo de balance de picos, o/ PHR, ya que este sirve
para alertar al analista si es probable que se haya\detectado toda la informacion
de tipificacion de ADN en estos loci para una muestra determinada.

7.3.19.3.5 Picos “fuera de alcance” son aquellos que se encuentran por debajo del umbral
estocastico y no seran considerados como pdrte dél haplotipo.

7.3.19.3.6 Haplotipo Gnico:

7.3.19.3.6.1 Un haplotipo Unico es aquel que presenta un Unico alelo para cada marcador, con
excepcion los locus DYS385 y DYF387S1 (para el kit utilizado en la Seccién). Ver
Anexo en el PON de Uso sy Mamejo del Analizador Genético 3500 donde se
describen los marcadores del kit de cromosoma Y que se utilizan de rutina.

7.3.19.3.6.1.1 Para los haplotipos Gnicos no se tiene establecido un valor minimo de PHR
para los marcadores, mdlticopia. Sin embargo, se debe de considerar que
porcentajes de balance’de pico por debajo del 50% pueden ser indicadores de
gue hay degradacion de la muestra o de una mezcla de haplotipos.

7.3.19.3.6.2 Cuando en un“marcador se observen picos por debajo del umbral analitico o no
se observan’ picos, el marcador se reporta como “No Concluyente” o “No
amplifica”, respectivamente.

7.3.19.3.6.3 Un haplotipo debe de contar con un minimo de 23 marcadores. Si no se obtienen
resultados en al menos 23 marcadores la muestra sera reportada en el dictamen
pericial de acuerdo a lo estipulado en el SADCF.

7.3.19.3.6.4 Una vez obtenido el haplotipo, este se debe comparar con el haplotipo obtenido
en la muestra de referencia, determinando si se trata de no exclusion, exclusion
0 no concluyente:

7.3.19.3.6.4.1 NO EXCLUSION

» Al comparar el haplotipo de un masculino conocido con el haplotipo puro de una
evidencia y que no se observan diferencias en los loci comparados.

» Al comparar el haplotipo de un masculino conocido con el haplotipo de una mezcla que
puede ser separable y que no se observan diferencias en los loci comparados.

» Al comparar el haplotipo de un masculino con el haplotipo de un familiar de la misma
linea paterna y que no se observan diferencias en los loci comparados.
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7.3.19.3.6.4.2 EXCLUSION:
» Al comparar el haplotipo de un masculino conocido con el haplotipo puro o mezcla de
una evidencia y donde se observan diferencias en 3 o mas loci.

» Al comparar el haplotipo de un masculino conocido con el haplotipo puro o mezcla de
una evidencia y donde se observan diferencias en 2 o mas loci, pero donde una de las
diferencias es de mas de un paso.

» Al comparar el haplotipo de un masculino con el haplotipo de un familiar de la misma
linea paterna y que se esté ante en escenario del punto 1 y 2 de este apartado.

7.3.19.3.6.4.3 NO CONCLUYENTE
» Al comparar el haplotipo de un masculino conocido con los haplotipos de una mezcla
que NO puede ser separable y que no se observan difereneiasfen los loci
comparados. Por lo que una mezcla no separable funcionara sélo para efectos de
exclusion.

» Al comparar el haplotipo de un masculino conocide,_eonsel haplotipo puro o mezcla de
una evidencia y donde se observan diferencias en 1)o 2 loci y que puedan ser
explicados por eventos mutacionales simples (de “tin paso). De requerirse ampliar el
analisis es necesario contar con muestra de semen del imputado.

» Al comparar el haplotipo de un masculingsconocido con el haplotipo puro o mezcla de
una evidencia y donde se observa al"menos una diferencia de mas de un paso en 1
locus. De requerirse ampliar el anadlisis es necesario contar con muestra de semen
del imputado.

» Al comparar el haplotipo dé uh, masculino con el haplotipo de un familiar de la misma
linea paterna y que se estévante el escenario descrito en el del punto 2 y 3 de este
apartado (no aplica lo de indicar que para poder resolver se requeriria contar con
una muestra de semen del masculino).

7.3.19.3.7 Salvo mutacigony, todos los parientes masculinos dentro del mismo linaje paterno
tienen el mismo perfil Y-STR. La tipificacion del haplotipo de Y-STR no es
individualizante, "ya que se comparte con los parientes masculinos en el linaje
paternof

7.3.19.3.7.1 En caso que sea una inclusién, realice las comparaciones de los perfiles genéticos
(haplotipos) obtenidos entre las muestras analizadas de la poblacién
costarricense (total de 224) utilizando la Base de datos YHRD (Y-STR Haplotype
Reference Database www.yhrd.org) y esto se incluye en el reporte.

7.3.19.3.7.1.1 En caso de haplotipos parciales, la baisqueda en la base de datos se debe
de hacer con los marcadores que se puedan comparar entre el indicio y el
imputado.

7.3.19.3.7.2 En el Dictamen Criminalistico se debe hacer el reporte de los resultados de
acuerdo a los enunciados de reporte estipulados en el SADCF.

7.3.19.3.7.3 Si en un primer analisis no se obtiene el haplotipo completo, se puede repetir la
PCR y si el resultado sigue siendo de perfil incompleto, se especifica en la
conclusion del dictamen pericial que el haplotipo no es concluyente y no se
reporta el perfil.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestidn de Calidad



http://www.yhrd.org/

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 19 PAGINA: 86 de 187

GESTION DE CASOS E INTERPRETACION DE P-DCF-ECT-BQM-52
RESULTADOS, UNIDAD DE GENETICA FORENSE,
SECCION DE BIOQUiIMICA

7.3.19.3.8 Analisis de mezclas de haplotipos:

7.3.19.3.8.1 Las muestras pueden contener ADN de mas de un individuo. Una muestra es
consistente con una mezcla de Haplotipos de Cromosoma Y cuando presenta una
0 mas de estas caracteristicas:

7.3.19.3.8.1.1 Presencia de un perfil genético que tenga mas de UN alelo en al menos
TRES marcadores distintos (excluyendo a los marcadores multicopia conocidos
como DYS385 y DYF387S1)

7.3.19.3.8.1.2 Presencia de al menos UN marcador multicopia con 3 o 4 alelos y/o
desbalances entre los picos de los marcadores multicopia que sean menores al
50%.

7.3.19.3.8.1.3 Mezclas de haplotipos NO interpretables seran aguellas en donde exista al

menos un marcador con mas de dos alelos presentes (excluyendo los multicopia,
los cuales pueden tener un maximo de 4 alelos) ytqueneste alelo extra no sea un
artefacto o Drop In.

7.3.19.3.8.1.3.1Se reportaran como No Concluyentesy decdmentando el motivo de esta
conclusion en el Formulario: Lista dew.Verificacion de Cumplimiento del
Procedimiento: INTERPRETACION DEPERFILES GENETICOS.

7.3.19.3.8.1.4 Otro criterio de rechazo de una“mezcla de haplotipos sera que exista al
menos un marcador multicopia con=mas de cuatro alelos presentes y que este
alelo extra no sea un artefacto © Drop In.

7.3.19.3.8.1.4.1Se reportaran como No Goncluyentes, documentando el motivo de esta
conclusiéon en el Formulario: Lista de Verificacié,n de Cumplimiento del
Procedimiento: INTERPRETACION DE PERFILES GENETICOS.

7.3.19.3.8.2 Numero de contribuyentes a la mezcla de Haplotipos.

7.3.19.3.8.2.1 Al igual que con los STR autosdémicos, se deben evaluar las alturas de los
picos y las prepofciones de las alturas de los picos para evaluar la proporcion de
la mezcla/determinar si se puede hacer una separacion entre contribuyentes
mayores~ysmenores y determinar si los alelos de los contribuyentes en un perfil
genético de ADN mixto son distinguibles.

7.3.19.3.8.2.1.1[0s_ contribuyentes mayor y menor de un perfil genético mezcla pueden
asignarse utilizando entre otros, relaciones de altura de pico, alturas de pico,
umbrales analiticos y proporciones de mezcla.

7.3.19.3.8.2.2 Para determinar el nimero de contribuyentes potenciales en la mezcla de
haplotipos realice el cdlculo de N, de la misma manera que se hace para los
marcadores STR.

7.3.19.3.8.2.3 Para las mezclas de haplotipos, el calculo de N aceptado debe ser de 1 a 2
en al menos cinco de los marcadores del perfil genético. Esto implica que la
mezcla a analizar es de dos contribuyentes.

7.3.19.3.8.2.3.1Mezclas de Haplotipos con valores de N mayores a 2 no podran ser analizados
y se reportaran como No Concluyentes.

7.3.19.3.8.3 Proporcion de la mezcla de haplotipos.

7.3.19.3.8.3.1 Los datos de validacion deben analizarse para determinar cuando se
pueden distinguir los contribuyentes mayor y menor.
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7.3.19.3.8.3.2 Los laboratorios pueden establecer umbrales de proporcion de mezcla y/o
umbrales de relacién de altura de pico y altura de pico.

7.3.19.3.8.3.2.1Estos umbrales deben establecerse para evitar la asignacidén incorrecta de
alelos de haplotipos contribuyentes mayor y menor en circunstancias en las
que el contribuyente menor produce un alelo de RFU mayor que el principal
(alturas de pico mayor y menor invertidas) o cuando un alelo contribuyente
menor es compartido con el contribuyente principal en lugar de haber
presencia de Drop-out.

7.3.19.3.8.3.3 Los calculos de proporcidon de picos y proporcion de mezcla utilizan
informacién del pico (RFUs) para evaluar la proporcién relativa o proporciéon de
las contribuciones de ADN de multiples individuos.

7.3.19.3.8.3.4 La proporcion de la mezcla se calcula para cada“oc€us, dividiendo la suma
de las alturas de los picos de los alelos asociados_con el presunto contribuyente
mayor entre la suma de las alturas de los picas’de los alelos del presunto
contribuyente menor, redondeando el resultadozal nimero entero mas cercano.

7.3.19.3.8.3.5 Se puede realizar un calculo de porcentaje de contribucién a la mezcla (en
qué porcentaje se presenta cada contribdyente).

7.3.19.3.8.3.5.1Esto se hace dividiendo la suma ‘de las alturas de los picos de los alelos
asociados con el presunto contribuyente menor entre las alturas de los picos
de los alelos del presunto gentribuyente menor mas los picos del presunto
contribuyente mayor, multiplicando esta divisidon por 100. De igual manera se
hace esto para el contribuyente mayoritario.

7.3.19.3.8.3.6 Seguln se establecid, en la validacidn respectiva:

7.3.19.3.8.3.6.1NO es posible separar“a la mezcla en sus componentes cuando la proporcion
de la misma es $,én"1 o menor a 1 en 2, por lo que se deberia reportar como
mezcla de haplotipos.

7.3.19.3.8.3.6.2Es posible separar los haplotipos que conforman a la mezcla a partir de una
proporciéh de 1 en 2 en cada marcador y hasta 1 en 10.

7.3.19.3.8.3.6.3En, mezclas con proporciones por arriba de 1 en 10 se observa pérdida
constante del perfil minoritario, por lo que se deberia de reportar como
mezZcla de haplotipos con perfil mayoritario.

7.3.19.3.8.4 Deconvolucion de mezclas de haplotipos.

7.3.19.3.8.4.1 El software ArmedXpert es capaz de analizar mezclas de haplotipos en
distintas proporciones.

7.3.19.3.8.4.1.1EI software analiza la presencia de posibles genotipos por marcador desde el
punto de vista de su altura en RFUs.

7.3.19.3.8.4.1.2EI valor pre establecido de balance de heterocigotos es del 50%. Este valor se
puede modificar por el usuario en cada marcador.

7.3.19.3.8.4.1.3El software tomara en cuenta la regla de balanceo entre heterocigotos para
mostrar por cada marcador todas las posibles combinaciones de genotipos
que se pueden llevar a cabo. Entre mas se baje el porcentaje de PHR
aceptado mayor cantidad de posibles combinaciones se tendran.
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7.3.19.3.8.4.1.4Si se utiliza un perfil de referencia (como en muestras de origen intimo), se
restringiran los posibles genotipos presentes por marcador, ya que hay un
perfil que es fijo y restringe a los otros posibles genotipos presentes.

7.3.19.3.8.4.1.5La proporcion de los componentes de la mezcla se muestra para cada posible
combinacién de genotipos siguiendo las indicaciones de SWGDAM para
mezclas de dos contribuyentes.

7.3.19.3.8.4.1.6Cuando se realiza el analisis de la mezcla de haplotipos en el ArmedXpert, se
debe usar la opcién de genotipo "For a 2-contributor 2-allele mixture of types
AA & BB: 1/1-combination(s)".

7.3.19.3.8.4.2 Es ideal aplicar un Umbral de Analisis mayor para las muestras que se
consideren como mezclas de haplotipos, ya que esto pernitiria eliminar a la gran
mayoria de Artefactos que se pueden presentar.

7.3.19.3.8.4.2.1la alta presencia de artefactos se debe en gran-parté al bajo Umbral Analitico
que se utiliza en la seccién para haplotipos (inicags.

7.3.19.3.8.4.2.2Se establece un umbral analitico para mézclas’de haplotipos de 170 RFUs, ya
que esto permite eliminar hasta un 85%-\de’ los stutters que se presentan en
los perfiles y que podrian confundirsé\eon-alelos verdaderos.

7.3.19.3.8.4.2.3Perfil Compuesto en perfiles de Cromosoma Y.

7.3.19.3.8.4.2.3.1 En caso de que se amplifique un perfil de mezcla de haplotipos en donde
se tengan picos por debajo de los 170 RFUs establecidos como umbral
analitico para perfiles mezcla de haplotipos pero por encima del Umbral
Analitico establecido_para=perfiles de haplotipos Unicos y de los cuales se
sospeche que los mismos no son artefactos sino alelos verdaderos, se puede
realizar un montaje“de dos amplificaciones mas a partir del mismo extracto
original y reportar Un perfil compuesto a partir de los tres montajes.

7.3.19.3.8.4.2.3.2 Los alelosque se presenten en al menos dos (2) loci de las tres (3)
repeticiones, por encima del umbral analitico para perfil Gnico (aun siendo
mezclasw/de haplotipos) se consideran alelos replicativos de amplificacion.
Estas alelos se pueden utilizar para ser reportados en el analisis del caso.

7.3.19.3.8.4.2.3.3 Se debe de documentar en el Formulario: Lista de Verificacién de
Cumplimiento del Procedimiento: INTERPRETACION DE  PERFILES
GENETICOS, que se realiza un perfil compuesto de Haplotipos y se debe
documentar cuales montajes o perfiles se utilizaron para esto.

7.3.19.3.8.4.3 Al aplicar un perfil conocido se facilita el analisis del haplotipo mezcla y se
facilita la deteccion de artefactos, lo cual es una ventaja en los casos de indicios
de origen intimo.

7.3.19.3.8.4.4 La cantidad inicial de ADN ideal para obtener haplotipos mezclados
completos debe ser idealmente mayor a 0,4ng ADN, ya que la cantidad de ADN
correspondiente al componente minoritario es muy baja con respecto al
mayoritario y se presenta perdida alélica marcada.

7.3.19.3.8.4.4.1En una proporcion de 1 en 5 por ejemplo solamente 0,08ng de ese ADN
serian del componente minoritario y 0,32ng serian del mayoritario.
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7.3.19.3.8.4.5 Cantidades iniciales de ADN iguales o menores a 0,4ng brindaran una alta
certeza de obtener perfiles mayoritarios reportables, pero tendran ademas una
alta posibilidad de perfiles minoritarios NO concluyentes.

7.3.19.3.8.4.5.1La excepcion a esto son las mezclas de haplotipos que tengan una clara
proporcién 1:1 o 1:2.

7.3.19.3.8.4.6 No se deberian analizar perfiles obtenidos a partir de amplificaciones con
menos de 0,1ng de ADN inicial.

7.3.19.3.9 El reporte de perfil mezcla debera ser generado idealmente mediante el uso del
software ArmedXpert, tal como se indica en el Anexo 2. El mismo deberd ser
remitido a otro analista que debera realizar la verificacion de los resultados (segunda
lectura de perfiles mezcla) con base en el reporte ({generado. Lo anterior
independiente de si la mezcla fue deconvolucionada, o noj“en'su totalidad.

7.3.19.3.9.1 Se considera un reporte revisado por un segunde, amalista cuando el reporte
mencionado en 7.3.19.3.9 este firmado por el analista responsable del caso y el
revisor y cuente con la siguiente anotacion:\'Yo SEGUNDO REVISOR, hago
constar que: -Revisé todos los datos y fesultados registrados. -Los mismos
corresponden a los andlisis realizados &n' tipo y cantidad y sobre los objetos
indicados”. “Fecha y hora de la aprobaCion,y firma de /la segunda lectura de perfil
mezcla: Fecha, Hora.”

7.3.19.3.9.2 En perfiles obtenidos a partirsdeNindicios intimos (sobretodo casos donde el
ofendido e imputado sean masculinos), si el contribuyente minoritario se observa
en al menos 8 marcadores(y la proporcién de los contribuyentes es superior a
1:3, se podra realizar una segdnda lectura por parte de otro analista a partir del
electroferograma sin nécesidad del analisis del ArmedXpert.

7.3.19.3.9.2.1 El perito que-realiza el analisis de mezclas deberd documentar que la
mezcla correspondeNa un perfil de mezcla de haplotipos de al menos 2
contribuyentes, \que la persona de quien se obtiene la mezcla es co-donador y
debera verificar la proporcion de la mezcla en el electroferograma, utilizando al
menos 3 _marcadores para este calculo. Ademas, debera registrar su firma en el
electroferograma interpretado. El perito que realiza la verificacién, revisa que
todor16 anterior esté conforme y firma el electroferograma.

7.3.19.3.9.2.2 Se debe registrar en el apartado Observaciones/Interpretaciones del
formulario LV de cumplimiento del Procedimiento interpretacién de perfiles
genéticos que la mezcla corresponde a un perfil mixto de al menos 2
contribuyentes y que la persona de quién se toma la muestra es codonadora.

7.3.19.3.9.3 Para los casos en los cuales los contribuyentes tienen una proporcion igual o
inferior a 1:2, se analizan mediante el uso del software ArmedXpert.

7.3.19.3.10 En el Dictamen Criminalistico se debe hacer el reporte de los resultados de
acuerdo a los enunciados de reporte estipulados en el SADCF.

7.3.19.3.11 Calculos Estadisticos:

7.3.19.3.11.1 Los haplotipos ligados al cromosoma Y se heredan via linaje paterno, por
lo tanto, el método de conteo es el que se debe utilizar para realizar el calculo
estadistico. Los calculos se realizan utilizando la base de datos poblacional de la
poblacidn costarricense o Base de datos poblacional de haplotipos del CrY

descrita en: Purps J. et al. A global analysis of Y-chromosomal haplotype
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diversity for 23 STR loci. Forensic Science International: genetics 12 (2014) 12-
23.

7.3.19.3.11.2 También se puede utilizar la Base de datos YHRD (Y-STR Haplotype
Reference Database www.yhrd.org) para realizar el céalculo estadistico y esto se
incluye en el reporte.

7.3.19.3.12 Las busquedas en las bases deben de ser respaldadas en el legajo digital del
caso.

7.3.20 Interpretacion de perfiles genéticos.

7.3.20.1 Los perfiles genéticos generados en la Secciéon de Bioquimica deben contar con un
cuadro de interpretacion que permita definir los marcadores genéticos amplificados
que cumplen con los requisitos de calidad del laboratorio y que“seran utilizados para
realizar las comparaciones entre partes y posteriores calCulos ‘estadisticos. En el caso
de los perfiles genéticos obtenidos a partir de indicies.qué no tengan que ver con
casos de paternidades/relaciones filiales, se utilizara el Formulario: Lista de
Verificacion de Cumplimiento del Procedimientes INTERPRETACION DE PERFILES
GENETICOS, en el cudl la separacién de los alelos heterocigotos puede realizarse por
medio de simbolo “/” o por una raya en el medio; los alelos homocigotos se pueden
reportar con un solo nimero. En el caso.de les perfiles genéticos que se obtienen a
partir de casos de paternidades/relaciones filiales, se hara una exportacion del perfil
directamente al SADCF (en formato .€sv=por ejemplo), desde la tabla que genera el
software GeneMapper. El SADCF dgenéra una tabla de genotipos con la informacion
importada. Esta tabla sera considerada como el cuadro de interpretacion de perfiles
genéticos. En el caso de los perfiles genéticos que se obtienen a partir de indicios
indubitados (muestras de seferencia), no serda necesario completar el apartado de
Observaciones/Interpretaciones del Formulario: Lista de \Verificacion de
Cumplimiento del Procedimiento: INTERPRETACION DE PERFILES GENETICOS.

7.3.20.1.1 En el caso de qutilizar la funcionalidad de Registro de Analisis en Serie o el
Registro de Dato$, y(Resultados del SADCF se debe completar el formulario Lista de
Verificacion de/Cumplimiento del Procedimiento: Interpretacidn de Perfiles Genéticos.

7.3.20.1.1.1 Si se génera mas de un electroferograma de un indicio se debe de especificar en
el apartado de observaciones/interpretaciones cudl es el montaje utilizado para
realizar/la interpretacion o si se utiliza un perfil compuesto o si se utiliza un perfil
complementario y se deberan documentar cuales electroferogramas son los
utilizados.

7.3.20.1.1.2 Cuando se deba realizar comparaciones entre perfiles genéticos donde al menos
uno de ellos haya sido previamente reportado e interpretado (en un cuadro de
marcadores genéticos ya sea en un formulario o en un dictamen) se deberd
documentar en el apartado de observaciones/interpretaciones la(s) referencia(s)
de los casos utilizados para realizar la comparacién.

7.3.20.1.1.3 En caso de realizar la interpretacién de los perfiles de mas un indicio o muestra
de referencia se debe documentar cual(es) se remiten a la base CODIS.

7.3.20.1.1.4 En el caso de que se utilice el formulario para la interpretacion del perfil de uno o
varios indicios, en el apartado de observaciones/interpretaciones se debe de
documentar la naturaleza del perfil obtenido para cada indicio (perfil Unico
masculino, Unico femenino, mezcla de dos contribuyentes, etc).
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7.3.20.1.1.4.1 En el caso de que ya se cuente con los perfiles de referencia, previamente
amplificados y analizados, la interpretacion (inclusidn o exclusién), se debe
registrar en el formulario de interpretacion de indicios. La interpretacion de los
perfiles de las muestras dubitadas, junto con su documentacidon respectiva, se
debe realizar, sin tomar en cuenta los perfiles de referencia obtenidos
previamente.

7.3.20.1.1.4.1.1Para los casos de indicios provenientes de muestras intimas se permite
realizar la deconvolucion de la muestra utilizando los alelos obligados de la
persona donadora (ver punto 7.3.13.5.1.1y 7.3.13.7)

7.3.20.1.1.4.2 En caso de que ya se haya hecho la interpretacién de exclusién/inclusion
en otro formulario, solamente se debe de documentar.la naturaleza del perfil
obtenido para cada indicio como se indica en 7.3.20.1.1.4.

7.3.20.1.1.5 En caso de que se obtenga un perfil genético en Gn indicio que se considere
como “No Concluyente” (ya sea perfil Unico o mezela)-o un perfil de mas de tres
contribuyentes que ya cuente con segunda lectura de mezcla, no sera necesario
transcribir los alelos del perfil al formulari6. ‘Sivse debe de documentar en la
columna correspondiente del indicio o] en el apartado
observaciones/interpretaciones que sesobtiene un perfil genético no concluyente
y la razén general por lo que se considera que el perfil es No concluyente (mezcla
de mas de 3 individuos, perfil parcial, etc). En el caso de mezclas, se debe
indicar el documento del legajo,en,donde se encuentra la lectura de mezcla.

7.3.20.1.2 En el caso de NO utilizar la~funcionalidad de Registro de Analisis en Serie o el
Registro de Datos y Resultados,del SADCF se debe completar el Formulario Estudio
de marcadores genéticos (ABN Autosémico y Cromosoma Y) y se debe seguir lo
indicado en el punto 7.3.20.1.1.1, 7.3.20.1.1.2y 7.3.20.1.1.3

7.3.20.1.3 Los perfiles genéticos interpretados y documentados previamente en la Seccidn
de Bioquimica pueden ser sujetos a una revaloracion de la informacion que podria
generar un cambio €n la interpretacion del mismo (a saber, presencia de artefactos
no valorados,{uso de informacion adicional como fraccion celular de una extraccion
diferencial,/entre otros). Estos cambios deben ser registrados en el Formulario: Lista
de Verificaciom de Cumplimiento del Procedimiento: Interpretacion de Perfiles
Genéticos, en el recuadro de Observaciones, indicando las razones de la revaloracion
de la interpretacion del perfil genético.

7.3.20.1.3.1 Si la revaloracion de la interpretacion de los perfiles genéticos es posterior a la
comparacion con los perfiles de referencia, se deberd documentar en un nuevo
Formulario: Lista de Verificacion de Cumplimiento del Procedimiento:
Interpretacion de Perfiles Genéticos, en el recuadro de Observaciones, el (los)
cambio(s) realizado(s), el(los) motivo(s), la(s) personas(s) responsables(s) y si
este cambio produce o no cambios en la interpretacién final del perfil.

7.3.21Revision de casos.

7.3.21.1 La Seccidon de Bioquimica realiza la revisidon técnica y administrativa de los registros
generados y asociados a un caso que son utilizados para realizar los dictamenes
periciales, lo anterior por medio de personal competente y previo al despacho del
mismo a la Autoridad Judicial solicitante. La seleccion de los casos a revisar y los
responsables de la revision estara sujeta a los parametros definidos por la Jefatura
de Seccion y esta debe ser comunicada a los analistas de la Seccion.
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7.3.21.2 Procedimiento para la realizacion de Verificacion de resultados de pruebas
cualitativas.

La Seccion de Bioquimica debe verificar los resultados obtenidos en las pruebas preliminares y
confirmatorias para la determinaron de fluidos bioldgicos (sangre-saliva-semen) realizados en
el Laboratorio por medio de una Verificacion de Resultados de pruebas cualitativas. Este
procedimiento puede ser realizado solamente por otra persona analista (perito o técnico)
competente en el tema (ver Procedimiento de Seleccién, Entrenamiento y Competencia de
Personal y Manual de Entrenamiento de la Seccion de Bioquimica) Este apartado norma la
forma en que se debe realizar y registrar este procedimiento.

7.3.21.2.1 Verificaciéon de Resultados de pruebas cualitativas en el lugar de analisis
(en la misma jornada laboral)

Nota 26: Principalmente las pruebas que se pueden verificar de inmediato son determinacion
de sangre por medio de Kastle Meyer, Especie Humana, determinacién de amilasa salival y
determinacion de proteina P30 que son pruebas colorimétricas e inmunocromatograficas.

7.3.21.2.1.1 La verificacion de resultados de pruebas- cualitativas debe ser realizada
inmediatamente después de la lectura (realizada por la persona analista
responsable.

7.3.21.2.1.2 Coordine con otro analista competente® para que colabore verificando los
resultados obtenidos en las pruebas_realizadas.

7.3.21.2.1.3 Notifique a la persona respongable“de realizar la verificacion de resultados de
para que se apersone al lugar‘de/analisis en el momento de finalizacién de los
montajes y antes de que transcurran el tiempo de lectura definidos en los Pones
respectivos.

7.3.21.2.1.4 La persona verificadora ‘redliza la verificacion de resultados de las pruebas.

7.3.21.2.1.5 Si ambos analistas cencuerdan en los resultados, el analista responsable sera el
encargado de completar los formularios necesarios (Bitacora de resultados) y/o
los datos .en “ell SADCF (generacion de RAS) y posteriormente solicitara al
responsablesde realizar la verificacion de resultados de pruebas cualitativas, la
firma dé la'documentacién y/o finalizacion del RAS.

7.3.21.2.1.6 Se debera anotar en la Lista de Verificacion respectiva el responsable y que la
verificaCion de resultados de pruebas fue realizada en modalidad misma jornada.

7.3.21.2.1.7 El analista responsable sera el encargado de adjuntar los documentos al legajo
digital del caso en el SADCF. (ver Manual del SADCF)

Nota 27: Si se presenta una discrepancia, el analista responsable debera solicitar la lectura, de
ser posible, de un tercer analista competente (de preferencia el Lider Técnico) y se reportara
con el criterio de la mayoria. De no contar con la disponibilidad de un tercer analista, se debera
tomar una fotografia identificada con el nimero de caso (OT), el afio y el indicio analizado junto
con los controles de la prueba, las cuales deben enviarse al Lider Técnico, via correo
electronico, para la decisiéon final o para que este solicite repetir la prueba. El tercer analista
debera también firmar los formularios respectivos.

7.3.21.2.2 Verificacion de resultados de pruebas cualitativas posterior al analisis
(durante otra jornada laboral)

Nota 28: Principalmente las pruebas a las que se les realiza verificacion de resultados durante
otra jornada suelen ser las pruebas confirmatorias de semen p30 y CT.
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7.3.21.2.2.1 En casos donde no se cuenta con la posibilidad de otro analista competente
pueda realizar la verificacién de resultados de las pruebas en el momento, este
se podra realizar por medio de un registro fotografico.

7.3.21.2.2.2 Los resultados de las pruebas realizadas a los indicios deberan ser fotografiados
y rotulados con al menos el nimero de OT-ano y el tipo de indicio analizado. (por
ejemplo 02546-afo-Vaginal)

7.3.21.2.2.3 Se deberan incluir los controles del lote analizado rotulados con la fecha de
analisis y el tipo de control. (por ejemplo, 01JUN18_CPOS)

7.3.21.2.2.4 Las fotografias se deben archivar en las siguientes direcciones electrénicas,
dependiendo del analisis realizado:

» Prueba Kastle Meyer (aparente sangre): H:\Verificacion KM

» Prueba Especia Humana (Sangre Humana): H:\Verificacion Espécie
» Prueba Amilasa Salival (alfa Amilasa): H:\Verificacion Amilasa

» Prueba Proteina P30 (Semen): H:\Verificacion P30

» Prueba Christmass Tree (espermatozoides): H:\Verificacion CT

Nota 29: para el analisis de Christmass Tree se debera“Utilizar el adaptador que se coloca en el
microscopio para tomar las fotografias. Se debera tomar al menos un campo representativo por
indicio analizado y se deberd nombrar el archivo €con\al menos la fecha de analisis, el tipo de
indicio y el numero de OT-ano (por ejemplo, 01JUN18-Vaginal-02546-afio).

Nota 30: Se deberan generar subcarpetas can las iniciales del analista que realiza la prueba y
la fecha de realizacion de las pruebas a vefificar”(por ejemplo: AHB-01JUN18)

7.3.21.2.2.5 Se debera solicitar al apalista“a cargo de realizar la verificacion de resultados de
pruebas cualitativas,,  por medio verbal o por correo electréonico, que realice la
verificacion de los resultados de las pruebas y se deberd comunicar la direccidon
electrénica donde se‘encuentran los archivos electrénicos y/o entregar y/o enviar
los formularios\necesarios (Bitacora de resultados) para que pueda realizar la
verificacion deyvresultados de pruebas confirmando, contra la(s) fotografia(s) de
evidencia, ‘elsresultado obtenido.

7.3.21.2.2.6 Si ambas analistas concuerdan en los resultados, el analista responsable del caso
serd’ el, "éncargado de completar los formularios necesarios (Bitacora de
resultados) y/o los datos en el SADCF (generacion de RAS) y posteriormente
solicitara al responsable de realizar la verificacion de resultados de pruebas, la
firma de la documentacion y/o finalizacion del RAS.

7.3.21.2.2.7 Se debera anotar en la Lista de Verificacion respectiva el responsable y que la
verificacion de resultados fue realizada en modalidad durante otra jornada.

7.3.21.2.2.8 El analista responsable sera el encargado de adjuntar los documentos al legajo
digital del caso en el SADCF. (ver Manual del SADCF)

Nota 31: Cuando se reporten los datos utilizando el SADCF en la funcionalidad de Registro de
Analisis en Serie (RAS) lo estipulado en el punto 3.5 del apartado Firmas que indica "3.5
Revision y aprobacidon del andlisis en serie: Yo PERITO o TECNICO, hago constar que: - Revisé
todos los datos y resultados registrados. - Los mismos corresponden a los analisis realizados
en tipo y cantidad y sobre los objetos indicados” corresponderd especificamente a la
verificacion de resultados de pruebas cualitativas realizada a las muestras analizadas en este
lote.
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7.3.21.3 Revision por pares.

7.3.21.3.1 Para los casos de ADN, la revision por pares debe ser de al menos un 50% de los
casos del area penal y al menos de un 25% de los casos del area de paternidades.

7.3.21.3.2 El revisor por pares debe ser un analista calificado y competente en la
metodologia. No puede ser el mismo analista responsable del caso.

7.3.21.3.3 El revisor por pares debera revisar toda la documentaciéon generada y asociada al
caso y se debe asegurar que existan suficientes bases cientificas para apoyar las
conclusiones emitidas. Debera revisar y firmar los siguientes documentos: revisién
por pares generado por el SADCF vy la lista de chequeo de revision por pares de la
Seccidn de Bioquimica, indicando que la revision esta completa.

7.3.21.3.3.1 La firma de estos documentos se considerara como que el/fevisor por pares esta
de acuerdo con los resultados obtenidos y emitidos® por el(los) perito(s)
responsable(s) del(los) casos revisado(s).

7.3.21.3.3.2 Si el caso es devuelto por una correccion sugerida’spor medio de la revision por
pares, solamente sera necesario adjuntar una listda de revisidon por pares final del
caso que finaliza el proceso de revisién satisfactoriamente.

7.3.21.3.4 Los espacios en los formularios en dondeno se registre informacion (espacios en
blanco), seran considerados espacios sin,infermacion requerida al caso es especifico.

7.3.21.3.5 Todos los espacios que compenen, estos documentos de revision por pares
deberan estar revisados y completos.

7.3.21.3.6 Si existe una discrepancia entre el analista encargado y el revisor por pares, se
consultara al Lider Técnicoyy=al Jefe de Seccién que tomaran la decision definitiva.

7.3.21.4 Legajo electrénico.

7.3.21.4.1 Dentro de los documentos electrénicos que forman parte del legajo digital se
encuentran, entre otros:

7.3.21.4.1.1 Formulario{F83i:
7.3.21.4.1.2 Listas de verificacion, area administrativa, técnica y pericial, segun corresponda.

7.3.21.4.1.2.1 Las referencias que por error se les asigndé una OT pero no tienen ningun
dato ‘o=que se cred por error o que son un duplicados y que fueron ya finalizadas
sin analisis, no se deben de referenciar ni a nivel del SADCF, ni en la Lista de
Verificacion de Referencias del caso ni en el dictamen que se genere.

7.3.21.4.1.3 Formularios de trabajo.

7.3.21.4.1.4 Electroferogramas de muestras, control negativo y positivo de extraccion y
control negativo y positivo de amplificacion, si corresponde.

7.3.21.4.1.5 Formulario de estadistica, hoja de calculo estadistico, segun corresponda.
Formulario de segunda lectura de mezclas, segun corresponda.

7.3.21.4.1.6 Formularios de revision por pares, segin corresponda.
7.3.21.4.2 Acciones correctivas.

7.3.21.4.2.1 Todos los errores (técnicos y/o administrativos) encontrados en los casos se
deben documentar en los formularios de revisién por pares incorporados al legajo
digital.
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7.3.21.4.2.2 El revisor por pares serd el responsable de incluir los errores en los formularios
de revision por pares.

7.3.21.4.2.3 Si el error detectado requiere un analisis que implique una accidn correctiva, el
revisor por pares debe de comunicarlo al encargado del caso y al Lider Técnico
para que éste junto con la Jefatura de Seccién gire las instrucciones respectivas.

7.3.21.4.2.3.1 Toda accidn correctiva debe de ser aprobada por el Lider Técnico y el Jefe
de Seccidn antes de su implementacion.

7.3.22 Verificacion de procedimientos (Uso de Formularios Listas de Verificacion)

7.3.22.1 La Seccion de Bioquimica cuenta con formularios que permiten registrar el
seguimiento de los procedimientos de operacién normado definidos en la Seccidn.

7.3.22.2 Estos formularios cuentan con una indicacion de que toda“la informacién anotada en
los mismos fue debidamente verificada en caso necesariox

7.3.22.3 El uso de estos formularios puede ser de la siguiente manera:

7.3.22.3.1 Formularios digitales, para lo cual los/mism0s deben ser completamente
llenados solamente utilizando el formato digital_y deben ser resguardados en el
legajo digital del caso.

7.3.22.3.1.1 Se permite trasladar los registros«digitales entre computadoras utilizando un
dispositivo de almacenamiento exXterno tipo USB, hasta que sea finalizado por
medio de firma digital.

7.3.22.3.2 Formularios fisicos, para(lo cual es permitido imprimir y completar el registro
de manera fisica. Posteriormente” se debe escanear el documento y se debera
adjuntar el registro digital fescaneado al legajo digital correspondiente.

7.3.22.3.2.1 Los registros fisicos-se, deberan archivar en la bodega de documentos, en un
ampo identificado como “Afo-Mes-Listas Verificaciéon” por parte del responsable
de la Bodega de\documentos.

7.3.22.3.3 Formularios/fisicos-digitales, se permite completar parte de la informacion del
registro desmanera digital, posteriormente imprimir el formulario y completar los
registros.de manera fisica. Para esto se debe adjuntar el registro en el legajo digital
correspondiente del caso y archivar como se indica en 7.3.22.3.2.1

7.3.23Verificacion de equipo volumétrico y de temperatura.

7.3.23.1 Procedimiento verificacion de equipos QIAgility/Hamilton

7.3.23.1.1 Para el uso del equipo ver Manual en la carpeta H:\Calidad 2.0\19. C. Doc\
Documentos Digitales externos 2020 y la lista de plantillas en el Anexo 3.

Nota 32: Los equipos QIAgility se ubican en los cuartos de preamplificacion PCR (1-2-3) y en
el laboratorio de post amplificacion (4-5). La verificacion se realiza por diferencia de pesado,
con el fin de demostrar la precision de pipeteo del robot, evaluando coeficiente de variacion CV
%=(desv.estandar/promedio) y la inexactitud ((promedio-valor real)/valor real)*100. Se
verifican 3 volimenes (1 uL, 50 uL y 200 uL) minimo por triplicado.

Nota 33: Asegurese que el equipo ya cuente con la calibracién de volimenes del pipeteador,
asignaciéon de placas-bloques, altura de las placas, suministro de puntas, entre otros,
accediendo al simbolo alertas A. Si alguna alerta esta activa, resuelva como operador o
consulte con el personal encargado del equipo (Administrador-QIAgility Manager).

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestidn de Calidad




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 19 PAGINA: 96 de 187

GESTION DE CASOS E INTERPRETACION DE P-DCF-ECT-BQM-52
RESULTADOS, UNIDAD DE GENETICA FORENSE,
SECCION DE BIOQUiIMICA

Nota 34: Se recomienda limpiar con un trapo himedo solamente (no usar disolventes o
reactivos que contengan acidos, alcalis o abrasivos para limpiar el QIAgility.

7.3.23.1.2 Encienda los equipos y acceda al software QIAgility.

7.3.23.1.3 Abra la carpeta de plantillas de montaje y cargue la plantilla de verificacion, la
cual debe estar configurada de la siguiente manera:

Tip re-use: 1

Posicion M1: Diluyente (volumen aproximada de 4.0ml)
Posicion Al: Puntas conductivas de 200ul

Posicion B1: Puntas conductivas de 50ul

Posicion A2: Bloque de muestras para viales de 1.5ml
Posicion R1 y Posicion C1: vacias.

VVVVVY

7.3.23.1.4 Prepare al menos los siguientes materiales:

Viales de 200ul.

Tubos eppendorf o similares de 1,5ml.

Agua destilada tipo Milli-Q.

Termometro calibrado.

Kimwipes

Formulario para registro de datos y/o computadora (de ser posible).
Certificado de calibracion y mantenimieénte de la balanza utilizada.

VVVVVVYV

7.3.23.1.5 Pese los viales vacios en balanza analitica de resoluciéon apropiada (d:0,01mg) y
anote los resultados en el pegistro fisico de comprobaciones intermedias (P-DCFGCT-
JEF-07-R2), o directamente ,en el registro digital: verificaciones intermedias de
equipo de medicidon de..volumen (P-DCF-ECT-BQM-34-R03), si cuenta con una
computadora disponible eercana.

7.3.23.1.6 Prepare la mésa(de trabajo colocando los microtubos vacios en los bloques de
reaccion, blogues de puntas, y tubo de 5mL con el volumen de agua necesario,
segun la configuracion de la plantilla.

7.3.23.1.7 Genere el"pre-run report, confirme la programacion, y empiece la corrida en el
simbolo
o
7.3.23.1.8 Guarde el experimento en la carpeta de “Corridas”, complete el checklist que
suministra el software y guarde el archivo “Post-run report” en la carpeta “Post-run”.

7.3.23.1.9 Tape los viales y proceda a pesarlos nuevamente en la balanza analitica. Anote
los datos y analice los resultados segun los criterios de aceptacién y rechazo.

Nota 35: El Encargado de Calidad y/o Lider Técnico el de la Seccién debera dar el visto bueno
para el uso del equipo, luego de la verificacion por medio de un correo electrénico o firma del
reporte.
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7.3.23.2 Procedimiento verificacion micropipetas.

7.3.23.2.1 Prepare al menos los siguientes materiales:

Micropipetas a calibrar/verificar

Termometro calibrado

Puntas

Kimwipes

Agua destilada del sistema milli-Q o similar

Recipiente de pesada (especifico y exclusivo para este proceso y con un peso menor a
309)

Recipientes de descarte (agua-puntas)

Formulario para registro de datos y/o computadora (de ser posible).

VV VVVVVYVY

» Certificado de calibraciéon y mantenimiento de la balanza utifizada’

7.3.23.2.2 Realice una inspeccion inicial de las condiciones desla” micropipeta para verificar
algun dano fisico visible. Si estuviera dafado no“o tilice y reporte el equipo al
Encargado de Calidad de la Seccién y/o al Lider Técnico para definir el proceso a
seguir con este equipo en especifico (sacar dejuse; enviar de nuevo a calibrar, entre
otros) (Ver Procedimiento para el Control de Equipo).

Nota 36: si la incertidumbre expandida reportada“en los certificados de calibraciéon del equipo
a verificar no excede la resolucion utilizada del, mismo, no deberad ser tomada en cuenta a la
hora de realizar los calculos de aceptacién o rechazo.

7.3.23.2.3 Seleccione las puntas adecuadas, de preferencia las recomendadas por
fabricante. Si no hay disponibilidad de puntas adecuadas (no calzan adecuadamente,
presentan goteos, entre.otras) no continué con el proceso y notifiqué al Encargado
de Calidad y al Lider Téenico de la Seccién.

Nota 37: En micropipetas con_voliumenes variables se verifica al 20%, 50% y 100% del
volumen nominal. Las micfepipetas que se utilicen para dispensar 1ul o menos se deberan
verificar en esos valores especificos (electroforesis capilar y/o amplificacion de marcadores
genéticos) y se debe utilizar la técnica de pipeteo directo de agua.

7.3.23.2.4 \Verifique*que la balanza a utilizar se encuentre adecuadamente calibrada y con el
mantenimiento al dia.

7.3.23.2.5 Encienda la balanza analitica y deje aclimatar todos los materiales por al menos
15 minutos.

7.3.23.2.6 \Verifique la temperatura del cuarto la cual debe estar entre 20 y 27°C, (esta
verificacion no requiere registro) y confirme que no existen corrientes de aire,
vibraciones, u otros factores que afecten las mediciones.

7.3.23.2.7 Colocar el recipiente de pesada en la balanza y tarar a cero.

7.3.23.2.8 Tomar el volumen de agua destilada con la micropipeta de forma vertical. Aspirar
al menos 3 veces para humedecer la punta (no es necesario con volimenes menores
a 10uL) y esperar al menos 1seg, antes de retirar la punta del liquido (en caso de
volumenes grandes, esperar al menos 2 segundos). Retire la punta rozandola contra
el recipiente para eliminar posible humedad y dispense lentamente sobre la pared
del recipiente con un angulo inclinado, primero alcanzando el primer tope (carrera de
medicion) y luego hasta el segundo tope (sobrecarrera).
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7.3.23.2.9 Descarte la punta en recipiente adecuado y registre el peso (g) del agua afiadida.
7.3.23.2.10 Repita el procedimiento al menos 3 veces.

7.3.23.2.11 Anote los resultados en el registro fisico de comprobaciones intermedias (P-DCF-
GCT-JEF-07-R2), o directamente en el registro digital: verificaciones intermedias de
equipo de medicion de volumen (P-DCF-ECT-BQM-34-R03), si cuenta con una
computadora disponible cercana.

Nota 38: El Encargado de Calidad y/o Lider Técnico el de la Seccion debera dar el visto bueno
para el uso del equipo posterior a la revision de los resultados del proceso de verificacion de las
pipetas por medio de un correo electronico.

7.3.23.3 Procedimiento verificacion termometros.

La Seccién de Bioquimica cuenta con al menos 3 termdmétros® patrén (congelacién-
refrigeracién-ambiente) que son calibrados todos los afos y que.son’los que se utilizan para
realizar las verificaciones posteriores a la calibracion y las verificaciones intermedias del resto
del equipo de control de temperatura de la Seccién. El.equipo de control de temperatura
catalogado como critico, se envia a calibracion al menos cada dos afios.

El listado del equipo considerado como critico se puedg’constltar en el documento "PROGRAMA
DE MANTENIMIENTO PREVENTIVO Y CALIBRACION Y/O VERIFICACION DE LOS EQUIPOS”
disponible en la carpeta que se haya designado para Gestién de la Calidad.

Los termometros de la seccidn seran verificados posterior a cada mantenimiento y/o
calibracion.

Se hard una verificacion de los termémetroes‘que se encuentren en uso y se consideren como
criticos aproximadamente cada cuatro meses y/o al menos tres veces al afo.

Los termdmetros que no se encuentren en uso, seran verificados solamente antes de ser
puestos de nuevo en uso.

Para llevar a cabo el proceso de verificacion de los termdmetros, siga los siguientes pasos:

7.3.23.3.1 Prepare al menegs,los siguientes materiales:
» Termdmetros arcalibrar/verificar
» Termdmetrg patrén
» formulario para registro de datos y/o computadora (de ser posible)

7.3.23.3.2 Realice una inspeccion inicial de las condiciones del termdémetro para verificar
algun dafio. Si estuviera dafiado no lo utilice y reporte el equipo al Encargado de
Calidad de la Seccién y/o al Lider Técnico para definir el proceso a seguir con este
equipo en especifico (sacar de uso, enviar de nuevo a calibrar, entre otros). (Ver
Procedimiento para el Control de Equipo).

7.3.23.3.3 Tanto para los termdmetros digitales como para los de vidrio, registre cada 10
minutos la temperatura y registre al menos en 5 ocasiones tanto la lectura del
termémetro patron como del que se va a verificar y anote de inmediato en el
formulario.

7.3.23.3.4 En caso de termdmetros digitales:
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7.3.23.3.4.1 Los termometros en la Seccidn de Bioquimica se encuentran programados para
realizar las mediciones al menos una vez cada hora. En caso de revisar esta
programacion utilice el software Testo Confort Basic.

7.3.23.3.4.2 Coloque los termdmetros en el area/equipo a verificar (temperatura ambiente,
refrigeracién, congelacion o incubadora) de ser posible, toda la noche o al menos
4hrs.

7.3.23.3.4.3 Al final del proceso de verificacion, conecte cada termémetro a calibrar junto con
el termémetro patréon a utilizar en el software Testo Confort Basic y descargue
los datos de las temperaturas para luego pasar los datos al formulario respectivo.

7.3.23.3.5 En caso termdmetros de vidrio:

7.3.23.3.5.1 Coloque los termdémetros en el area a verificar, sea=a temperatura ambiente,
refrigeracién, congelacion, bafio maria o incubadora,“porjal menos 1 hora.

7.3.23.3.5.2 Al final de esta hora registre la temperatura de cada uno de los termdmetros en
el formulario correspondiente.

Nota 39: Evite abrir y cerrar la puerta de los equipos,donde’ se esté realizando la verificacion
de los termdmetros y utilice de ser posibles equipos’con puertas de vidrio que permitan
visualizar adecuadamente los termometros durantesel ‘proceso de verificacidon sin tener que
abrir las puertas del mismo.

Nota 40: La persona encargada de la verificacién del equipo revisa los resultados del
certificado de calibracion y de la verificacion~que se realiza en la seccion, si los valores
obtenidos sobrepasan los +/-2°C, se retira_de uso el termdmetro y se le informa al Encargado
de Calidad y/o al Lider Técnico de la $eccidn al respecto para tomar las decisiones pertinentes.

8 Criterios de Aceptacion o Rechazo de Resultados:

8.1 _Qiagility.
* Los equipos se debenwerificar, de ser posible, al menos, cada cuatro meses y posterior
a cada mantenimiento y/o calibracion realizado.
* La tolerancia dél coeficiente de variacidon (error aleatorio) y la tolerancia del sesgo (error

sistematico);“deben ser menores al 5% cuando se verifiquen volimenes de 50 y 200 uL
y de 20% cuando se verifiquen volimenes < de 1uL.

* Si el valor promedio de la medicidn realizada, cumple con los criterios de aceptacion, se
aprueba el resultado y pasa la verificacién, de lo contrario se vuelve a repetir la
comprobacién, de obtener el mismo resultado, referir al procedimiento de Control de
Instrumentos de medicidn, analisis aparatos auxiliares y patrones de medicion (P-DCF-
GCT-JEF-07) y reporte el equipo al Encargado de Calidad de la Seccion y/o al Lider
Técnico para definir el proceso a seguir con este equipo en especifico (sacar de uso,
enviar de nuevo a calibrar, entre otros).

8.2 Hamilton

e Los equipos se deben verificar, de ser posible, al menos, cada dos meses y posterior a
cada mantenimiento y/o calibracion realizado.

e La tolerancia del coeficiente de variacién (error aleatorio) y la tolerancia del sesgo (error
sistematico), deben ser menores al 5% cuando se verifiquen volimenes de 10 y 50 uL y
de 20% cuando se verifiquen volimenes < de 10uL.
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Si el valor promedio de la medicidn realizada, cumple con los criterios de aceptacion, se
aprueba el resultado y pasa la verificacion, de lo contrario se vuelve a repetir la
comprobacién, de obtener el mismo resultado, referir al procedimiento de Control de
Instrumentos de medicidn, analisis aparatos auxiliares y patrones de medicion (P-DCF-
GCT-JEF-07) y reporte el equipo al Encargado de Calidad de la Seccién y/o al Lider
Técnico para definir el proceso a seguir con este equipo en especifico (sacar de uso,
enviar de nuevo a calibrar, entre otros).

8.3 _Micropipetas.

Las micropipetas se deben verificar posterior a cada mantenimiento y/o calibracién y las
pipetas definidas como criticas se deben verificar al menos cada cuatro meses.

La tolerancia del coeficiente de variacion (error aleatorio) debe.ser menor al 5% (10%
cuando verificamos volimenes menores de 10uL) y la tolerancia del sesgo (error
sistematico) debe ser menor al 10% (20% cuando verificamos) volimenes menores de
10uL). Los valores de fabrica del equipo no seran tomados”en cuenta a la hora de
realizar la verificacion de los mismos, pero si se mantendran como dato de referencia en
el formulario a utilizar.

Si el valor promedio de la medicion realizada con_el, equipo a verificar, con su desviacién
estandar, esta dentro del rango del valor real d€ |la-medicién del equipo a verificar (valor
real de la medicidon +/- su incertidumbre o tolerancia de clase), se acepta o pasa la
verificacién, de lo contrario se vuelve a repetirtla comprobacion, de obtener el mismo
resultado, referir al procedimiento de_Control de Instrumentos de medicidn, analisis,
aparatos auxiliares y patrones de medicign (P-DCF-GCT-JEF-07) y reporte el equipo al
Encargado de Calidad de la Seccion y/o=al Lider Técnico para definir el proceso a seguir
con este equipo en especifico (sacar.de uso, enviar de nuevo a calibrar, entre otros)

8.4Termémetros.

Los termometros se debentverificar posterior a cada mantenimiento y/o calibracion y los
termometros definidos.comorcriticos se deben verificar, de ser posible, al menos cada 4
meses.

La tolerancia del eOeficiente de variacion (error aleatorio) debe ser menor al 10% vy la
tolerancia del sesga (error sistematico) debe ser menor al 10%.

Si el valor promedio de la medicion realizada con el equipo a verificar, con su desviacién
estandar, esta dentro del rango del valor real de la medicion del equipo a verificar (valor
real de la medicion +/- su incertidumbre o tolerancia de clase), se acepta o pasa la
verificacién, de lo contrario se vuelve a repetir la comprobacion, de obtener el mismo
resultado, referir al procedimiento de Control de Instrumentos de medicidn, analisis,
aparatos auxiliares y patrones de medicion (P-DCF-GCT-JEF-07) y reporte el equipo al
Encargado de Calidad de la Seccién y/o al Lider Técnico para definir el proceso a seguir
con este equipo en especifico (sacar de uso, enviar de nuevo a calibrar, entre otros).

9 Calculos y evaluacion de la incertidumbre:

La Seccion de Bioquimica no realiza calculos ni evaluacion de la incertidumbre, dado que no
afecta los resultados finales de los andlisis.

10 Reporte de Analisis y Resultados:

Razdén de Verosimilitud (RV): En el apartado de conclusiones el RV se debe reportar en

ndmeros enteros separados por un espacio en blanco.
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Discrepancia de sexo: para casos en donde el sexo registral o fenotipico sea diferente al
resultado obtenido en el marcador de la Amelogenina (discrepancias cromosdémicas derivadas
de problemas del desarrollo sexual) no se debe reportar este marcador como parte del perfil
genético obtenido.

Para el reporte de resultados y la interpretacidn de los mismos se debe aplicar lo definido las
notas del SADCF.

11 Medidas de Seguridad y Salud Ocupacional:

Ver los procedimientos especificos, los cuales definen las medidas de seguridad y salud
ocupacional para realizar las pericias.

12 Simbologia:

* ADN: Acido desoxirribonucleico

* BIO: Seccion de Biologia.

* BQM: Seccion de Bioquimica

* CODIS: Combine DNA index system (Base de.datos de perfiles genéticos)
* CrY: Cromosoma Y

* CT: Prueba de Chrismas Three.

¢ CCD: Dispositivo de carga acoplada.

* DCF: Departamento de Ciencias-Forenses

* pb: pares de bases

* PCR: Reaccion en¢adena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
* PON: Procedimiento de Operacion Normado

* RFU: “relative-fluorescent units” (unidades de fluorescencia relativa)

* FV: Razon de verosimilitud

* SADCF: Sistema Automatizado Departamento de Ciencias Forenses

* SP: Prueba de especie humana.

* STR: Short Tandem Repeats (pequefias repeticiones en tandem)

13 Terminologia:

ADN exodgeno: adicion de ADN a la evidencia o a los controles en un momento subsecuente al
delito. Las fuentes del ADN contaminante podran ser internas (personal del laboratorio), o
externas (investigadores, paramédicos, técnicos de la escena, personal médico, etc).

Alelo: cada una de las formas alternativas de un gen.
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Amplificacion: aumento en el nimero de copias de un fragmento de ADN particular
Artefactos: pico artificial que puede alterar la lectura de los resultados
Bin: Ubicacion determinada para cada alelo en el software GeneMapper.

Contaminacion de ADN: transferencia de ADN que se puede producir entre personas y objetos/
superficies. Esta transferencia puede acontecer en distintos momentos y los mecanismos y
fuentes son diversos.

Drop in: ganancia de un alelo
Drop out: pérdida de un alelo

Electroferograma: Representacion grafica de los alelos en forma de picos después de la
separacion por electroforesis.

GeneMapper: software para el analisis de resultados de electroforesis capilar
Genotipo: conjunto de genes caracteristicos de un organismo

Haplotipo: es un conjunto de alelos o un conjunto de polimerfismos que se encuentran en el
mismo cromosoma y que tienden a heredarse juntos

Heterocigoto: que ha heredado dos formas diferentes’de’un gen particular

Homocigoto: que ambos alelos que ha heredado son iguales

Locus: es una posicion fija en un cromosoma

Muestra de Referencia: es toda muestra para andlisis genético cuyo origen no esta cuestionado

Off ladder: Los alelos que se encuentran fuera de las categorias representados en la escalera se
conocen como alelos fuera de escalera (OL).

Pull up: Se presenta como pequenesypicos artificiales en otros colores sobre el pico verdadero.
Es el resultado de una sobreposicion espectral entre fluorocromos.

Shoulder: Este artefacto se‘debe a una amplificacidon excesiva de ADN, esto provoca es que los
picos sean muy anchos¢ se ‘salgan del BIN determinado para el alelo, haciendo pensar que
existe un pico adyacentesinexistente (normalmente marcado como OL).

Spikes: Son picosrartificiales que se observan en al menos dos colores y s6lo se observan en
electroforesis capilar.,Pueden ser causados por cristales de urea en el capilar, cambios de
corriente u otras situaciones relacionadas con el instrumento. Un spike no exhibe la misma
morfologia que un pico, es mas agudo

Stutter: picos que aparecen primordialmente una repeticion menos que el alelo verdadero
como resultado del “deslizamiento”de la cadena durante la sintesis de ADN.

Umbral analitico: Es el valor, en RFU’s que, en las condiciones analiticas empleadas por el
laboratorio, genera la confianza suficiente para asegurar que cualquier pico por encima o igual
a ese umbral, es realmente un amplicén de PCR. Se trata, por tanto, del valor por debajo del
cual los picos no pueden ser distinguidos del ruido de fondo.

Umbral estocastico: valor, en RFU’s por encima del cual, es razonable admitir que no ha
existido una pérdida alélica (drop-out) en heterocigotos, y por tanto, se asume que la presencia
de un solo alelo debe considerarse como un genotipo homocigoto para ese locus, por debajo de
este umbral, aumenta la probabilidad de mostrar picos en desequilibrio.
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14 Anexos

01 Diagrama de Toma de Decisiones: Interpretacion de
Electroferogramas de STR

02 Uso Software ArmedExpert

03 Plantillas de uso QIAgility

04 Uso del equipo QIAsymphony

05 Mantenimiento QIAsymphony

06 Diagrama de Procesamiento de muestras en equipo QIAsymphony

07 Pesos moleculares de alelos de D18S51 en GF,GFE, Fusion

08 Guia de uso de LRMIX Studio
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ANEXO 1

> DE INVESTI JUDICIAL e P-DCF-ECT-BQ)
@) DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES. Manuel Gonzaez Cordero
e Versién 02
< Diagrama de Toma de Decisi Inter 6n de  [yorn e cveses |
Electroferogramas de STR Abril, 2024

N Electrofero

Controles (7.3.6.2, 7.3.6.3, 7.3.6.4, 7.3.6,5)
tandar 0 (PON uso del Analizador 3500)
(PON uso del Analizador 3500)

Refiérasea
figuras1 a4 <+ Falla
Electroferoqaiia
Interpretable
Considere
odos los
estan por
Reprocese -7.3.13.12
2 6 3 Contribuyentes —. e -». |
7.313.5
Mss de 3
No contribuyentes
7.3.135.1.1 Intima—— ——Escena -7.3.13.5.1.2
Ly
731313

73131321
Determinar
proporcion de la

v
Eama Re el Dictamen 7.3.13.132.2

731313

7.314
Tomar en cuenta:

ﬁ :
7.3.15 _
e 7.3.16 i
7327
Tomar en cuenta: 7.3.18 7.314
er

-ArmedXpert 7.3.15

~ArmedXpert
“GFF by 7336 Realice célculo
“LRMix Studio B s 7317 estadistico (RV)

7.3.18
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ANEXO 2
USO DEL SOFTWARE ARMEDXPERT

Realizado por: MSc. Manuel Gonzalez Cordero, MQC
Revisado por: Dr. Alejandro Hernandez Bolafos, Dra. Anayanci Rodriguez Quesada

Refiérase al documento Guia de verificacion ARMEDXPERT en la carpeta H:\Calidad\16.
Métodos\Val e Incert\Verificacion ArmedExpert para la verificacién de los calculos realizados por
el software

EXPORTACION DE LA TABLA DE GENOTIPOS DESDE GENEMAPPER

Una vez editados los electroferogramas en el GENEMAPPER se debe de*hacer un proceso de
exportacion de la tabla de genotipos obtenidos.

Es imperativo que el proceso de edicion de los electroferogramas,sse haya realizado de manera
correcta y siguiendo los lineamientos del laboratorio con réspecto al umbral estocastico y a la
correcta asignacion de picos como artefactos.

Para exportar la tabla de genotipos, haga clic desde=la pantalla principal del GENEMAPPER en
la pestafia “Table setting”, y seleccione la op¢iony"ArmedExpert Export”:

17 HC I-BACKUP1 - mgo  Database Optixe3 E=mas ]
P
55 U 6 EE | e @ e | g Bl ~aek | 0e
B dmProect samples | Analysis Summary | Genotypes| ‘-_g__"
[E2013-0CT-1

mpie Tye_ Spe [Size Starara

[SFH [ analysis tethodt
lery

2019-0CT-17. | ABI3500

742319 BMS01_||7423-19 BUS01 3
752119 APL_B0¢| 752119 2PL Ha Expart Ho GSEO0_L17_(50-460) 2019-0CT-17. | ABI3500
756219 APL 1_C|7562-19 APL 1 o Export Ho GSE00_LIZ_(B0-460) Hone 2018-0CT-17. | ABI3500

1
2
3
n
5 756219 #FL 2 1 |7562-19 APL 2 1 |None
&
7
&

&l

5
o Export o 3] GSB00_LIZ_(B0-450) Hone 2019-0CT-17. | ABI3500
756219 #PL 2 1 |7562-19 2PL 2 1 |Mone o Export Ho " GEE00_LIZ_(50-460) one 2019-0CT-17. | ABIZ500
7564-10 MO1_CO¢ | 7564-18 MO Mo Expart Mo (Global_Filer) GSEO0_LIZ_(50-460) Mone 2019-0CT-17. | ABI3500
7564-19 MD2 FO: (756419 MOZ Mo Expart Mo [(Glokal Filer) GSE00 LIZ (50-4601  [None Hone 2018-0CT-17. [ABI3500

Se hace clic en la pestana “Samples” y se seleccionan las muestras que tenian mezclas o todas
las muestras del proyecto. Posteriormente se hace clic en el icono del “Report Manager” (que
estd marcado en celesSte en la imagen)

I-BACKUP1 - mgo

File Edit Analy in Help

oW | wT | D) U | [ EE | b @ | s | et BEIEE =R

- S Project Samples | Pnalysis Summary | Genotypes|

55 201800 Tt i i = [sempie Ty [spe [N [Analyeis tethod [Size Sterars [Custom Cortral

iler) - 2 0
3 752119 APL_B0¢|7521-19 APL e ) GSE00_LIZ_(50-450) Mone Mone 2019-0CT-17. ABIZS00
4 TS62-19 APL 1_C|7562-19 APL 1 I ] GS600_LIZ_(B50-460) Mone: MNone: 2019-0CT-17 ABI3500
5 7S62-19 APL 2 1|7562-19 AFL 2 1 NMone ] GE600_LIZ_(50-460) More: Mone: 2019-0OCT-17. ABI3500
8 T564-19 M02 FO<|7564-19 MO2 e Sample Mo Export Mo (Global Filer) GSE00 LIZ (50-4601 hone Mons 2019-OCT-A7 | ABI3500

En la pantalla de didlogo que se despliega se debe de seleccionar desde el desplegable en Ia
barra superior derecha la opcién de “ArmedXpert Export”. Luego se hace clic en “File” en Ila
barra superior y del desplegable que aparece hacer clic en “Export...”
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i? Report Manager - Untied T R — W

[File JEdit View Tools Help
i wamborlk il S
Open... Ctrl+ QO ort - | | (23
= save Cerl+eS | piame th Marker allele 1 allele 2 allele 3 Allele 4 Allele 5 Allele &
- Sawe fs... M1 D351358 16
c Export... Ctrl+E ol 15
. — 1 D165539 10
Page Setup... M1 CSF1PO 12
% Print... Ctrl+p pM1 [TPOX i L
& Print P - pmM1 Yindel Fi
il rir review... : M1 AMEL % L
Fwit AW+F4 OIM1 NRS1179 1A

En la pantalla de didlogo que se despliega “Export Report”, seleccione en dénde quiere exportar
la tabla “Look in:”; la manera en que quiere exportar al archivo “Export file as”, en donde debe
de estar seleccionada la opcidn “Tab-delimited text (.txt)”; el nombre del archivo “File name:”
que deberia de ser el mismo nombre de la corrida y se guarda automaticamente. Haga clic en

B [7418-19 M1... [7418-19 M1 = = L
] 7418-19 M1, [7418-19 M1 @* Export Report
10 7418-19 M1... [7415-19 M1 . LY B
T 7418-19M1.., [7418-19 M1 ‘ Lookin: |}y P@"EXPERT - B
E ;:i:_ig:; ;:i:_iz :i - g F19-0CT-17-PEN-CHC-GF-ABB500-1-BACKUPL Genotypes Table Export File As \'7_
4 7418-19 M1... [7418-15 M1 ’;} | 2019-0CT-17-PEN-CHC-GF-ABB500-I-BACKUPL_Allele Table Tab-delimited text (. txt) - ‘_
15 (7418-19 M1... |7418-19 M1 Recent Items | 2019-0CT-17-PEN-CHC-GF-ABB500-1-BACKUPL_ArmedXpert Export XL /
16 7418-19 M1... [7418-19 M1 [ SR [
17 7418-19 M1... [7418-19 M1 B
& 741818 M1... [7418-18 M1 - () Convert to Allele Table By Sample Format =
s
21 7418-19 M1... [7418-19 M1 Separate alleles into individual cells L
22 [7418-19 M1... [7418- 19 M1 E-_ B
23 7418-19 M1... [7418-19 M1 |
24 7418-19 M1... [7418-19 M1 My Documents B
25 7423-19BM... |7423-19 BMS01 B
2% 7423-19BM... [7423-18 BMS01 A B
27 7423-19BM... 74231 BM501 L")
28 7423-19BM... |7423-19 BMS01 T B
2 7423-19BM... [7423-18 BMS01
30 7423-19BM... |7423-18 BMS01 . B
31 7423-19BM... |7423-19 BMS01 (E = - E——— =) 10
= 4o 19EM. . (7423-19 BMS01 le name: 018-0CT -u.-GF ABL3500-1-BACKLP 1_ArmedXpert Expar] Expor L
= 7423-19BM. .. [7423-19 BMS01 Network R of type: ndGomma-delimited Text (= txt, *.csv) - e L
34 7423-19BM... [7423-18 BMS01 —
35 7423-19BM... (742319 BMS01 3
“Export”.

ANALISIS DE LOS DATOS EN ARMEDXPERT

IMPORTACION DE I'A“TABLA DE GENOTIPO

Guarde el archivo de la tabla de genotipos en una carpeta del computador en donde se tenga al
software ArmedXpert. Ingrese a la aplicacion del software ArmedXpert y haga click en el botén

de “"Ok” en la pantalla de “Login”
Login

User Mame: | sl

Pazsword:

Clear login historye

Caricel H Optiong > l
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Importe el archivo de la tabla de genotipos al software. Para hacer esto, haga clic en el icono
naranja del software de la esquina superior izquierda. En la pantalla de didlogo que se
despliega haga clic en “Import” y posteriormente en “Other”. Esto abre una pantalla de
buscador de archivos de Windows, en donde debe de buscar al archivo de la tabla de
genotipos. Una vez seleccionado el archivo, se hace clic en "Open”

Lookin: | (5 Identifer

Tab-defimited table files ] ‘ v g
¢ N ] bevo 1 2
$-~.‘T T ' 49 Eloewors
1 ecent

O cmpnerie Eloevor Al |
[£) pEmo 1 vent_Ne_Controls Y_51_52_E.tx! |
® Epot » o] GMIDPowerplex1t o F= |
S c, ¢ [
‘ GMIDPrefilerCCfler b |
e o
éz =t ‘ Profiler Plus =74 |
My Document; |
C GMIDSizesStd
Save -
i
‘ GMID'iler ‘ My Computer ‘
5 Pt ‘ GTProfilercOfiler ‘ \;‘]. e oo A W 4 [v]

k| Files of type:

-

Other table types

- Page Data
A Import samples that wers previously

‘Q exported as page data.

Osiris Analysis Report
| Import report generated by the Open
ﬁ‘b Sturce Indep. Review Interp. Systern.

CODIS Index
Inport & CODIS Ind=: il

Other Files

Project
Load an Armedspert project. i

Plugins

Use & plugin to import samples. '
# DSIRIS Plot File
d Load a plat file generated by OSIRIS

Una vez abierto el archivo en ArmedXpert, se despliega una tabla como la siguiente:

View Fit Zoom ShowHids \ O
S —NF—

DEMO_I_2-Compenent_4_Vict_Mix_Stains_Analyst.txt
[ D8s4179] D21511°|D75820] CSF1PO | D351358] THO1]D135317]D165539] D251338 D195433 vWA | TPOX| D18551 |Amel|D5S818 FGA
Ladder Identifiler 06-06-20-A01 Be, bel 24,25 |6,7,8 (67,89, | 12,13, [ 4,5 |8,9,10,| 589, | 151617, 9,10,11,12, 11,12,13, |67, | 7,910, | XY | 7,89, | 17,18,19,20,
Ladder Identifiler 06-06-20-A03 8,910, ?«4 24.2,16,7,86,7,89,| 12,13, | 4,5 [8,9,10,| 58,9, 15, 16,17, 9,10,11,12, 11,12,13, | 6,7, | 7,9,10, | X,¥ | 7,8,9, | 17,18,19, 20,
Ladder Identifiler 06-06-20-FO3 8,9,10) | 24,242, | 6,7,8,|6,7,8,9,| 12,13, | 4,5,|8,9,10,| 58,9, | 15,1617, 9,10,11,12, 11,12,13, |67, | 7,910, | XY | 7,89, | 17,18,19,20,
XX0153 99XX9999Q11(15)-12F1 Shirt Vict 06-06; 1290 ;?«.B 28, 28 9,10 10,11 15,15 |6,9.3| 11,12 9,12 19,25 14,18.2 15, 18 11,11 14,17 XY | 912 222,25
XX0156.1 99XX9999Q1(15)-2F1 Shirt Vict 06-06-20-D0 12,13 (28 29,30 9,10 [10,11,12| 15,16 |6,9.3|8,11,12|9,12,13 18, 20,24, 25|13,14,14.2,18.2|15,17,18,19| 8,11 [14,15,17| X, ¥ | 9,12 |22,22.2,24,25
XX0156.3 99XX9999Q11(15)-2F3 Shirt Vict 06- 0-E014 12,13 |28,29,30| 9,10 |10,11,12| 1516 [6,9.3|8 11,12|9,12,13|19,20,24,25|13,14,14.2,18.2|15,17, 18,19| § 11 |14,15,17| X, ¥ | 9,12 |22,22.2,24,25
XX0159.1 99XX9999Q1(15)-8F1 Shirt Vict 06-06- 12,13 [28,29,30] 9,10 [10,11,12] 15,16 [6,9.3[8, 11,12[9, 12,1319, 20, 24, 25[13, 14, 14.2, 18.2[15,17,18,19] 8,11 [14,15, 17| X, ¥ | 9,12 [22,222,24, 25
XX0161.1 QAOO3F1  06-06-20-HO1 13,14 | 28,311 | 11,12 10,10 14,18 | 6,6 89 3,3 17,24 13,14 14,17 8 11 12,12 XY | 12,13 22, 25

Proceda a salvar el proyecto haciendo click en el icono naranja del software de la esquina
superior izquierda de la pantalla. En el cuadro de didlogo que se despliega haga clic en “Save”.
Se despliega una nueva pantalla que pregunta si se quiere guardar la informacion en u
proyecto anterior o en uno nuevo. Se hace click en “*New Project” y se le da nombre al
proyecto.
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% Select a project to save fo,

Select a group by clicking on it i the st below. Selected Project

+ Windows @_0O &

| Toptost

Ea\ )

ANALISIS DE MEZCLA DE UN INDICIO

Una vez cargada la tabla de genotipos, haga clic'én=la pestafia superior “Interpretation” y de

ahi en “Begin Mixture Interpretation”.

\)

Views Daka QC Ch&ce )Vlatch 2 Comparison Interpretation Reporting
' Highlight: @ﬁ’? = ‘*
3 N & 8§ W 5z

Beqin Mixture ingle  Likelihood Probability  RMP Idser
Interpretation \ Source Ratio  of Inclusion Defined =

Frequency Calculations

Mixbure Interprafati

Esto abre la pantalla’de-didlogo para la interpretacion de mezclas. Dentro de los filtros que van
a estar siempre activos para esta actividad se encuentran los de: numero de contribuyentes
“Contributor #” en 2, Balance de picos / Relacion de altura de pico “PHr” en 0,50 (50%),

Umbral Estocastico "HT” en 150. Si se marca la casilla de “Highest to lowest

#" (de numero

mayor a menor) se reacomodan los marcadores de manera que los de mayor cantidad de alelos

gueden primero y los de solo un alelo de ultimo.
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Mixture Interpretation - DDA Interpretation

Setup

| e — | [ 3 [ T 'I Contributar # 2 2
I Fieferences
Locus ] Highest to PHr 050 =
ettt \oiii, lowrest ¥ -
Al MR e
cles Ignare alleles 3 -
7
RFLs belows mPH mf D-UU_ v_,
BFz Lok locus oo N ir%ew call repart | -
onreport &N\ ———
R I Add Comment | |
L R ¥ A
Apply
Globally Mo sample zelected.
0.0
Mixture Information _A_ \ ma

Seleccionar muestra: para realizar interpretaciones de mezclas, primero debe seleccionar la
muestra que desea interpretar. Seleccione la muestra haciendo clic en el botén Seleccionar con
el mouse “Pick via mouse” y seleccienando la muestra apropiada con su mouse o haciendo clic
en la flecha ¥ y seleccionando\la“muestra de la lista desplegable de todas las muestras
disponibles.

Sety”

“Pick via mouze

Nota: Una vez que selecciona una muestra, no se puede cambiar. Si selecciona la muestra
incorrecta, cierre la ventana de interpretacion de la mezcla y abra una nueva.Una vez que se
selecciona la muestra, la informacién se llenara en la Ventana de Interpretacién de Mezcla
“Mixture Interpretation”. La muestra seleccionada y el locus en analisis se resaltaran en la
pagina de la tabla de muestras.
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| : D8S11791 D21S11 [DTSB2C ;.\, s Interpretation - DDA Interpratation ERCE ~
Ladder Identifiler 06-06-20-A01 18.9.10,] 24,25 1678 17,18,18, 20,
Ladder Identifiler 06-06-20-A03 8,9,10,124,242,16,7,8 Sewn 17,18,19, 20,
;;:d;; I:e.n&ﬁlu aﬁs?;ﬁas e 8, 91,319, 24,2284-2, 55;71,.03' Fick via mouse ||| 40166 1 9944399801 (16)-2F 1 Shit Viol 0.06-20D01 Operations ~| omhio 2 %’1:»520'
| [xx0156.1 99%x9999Q1(15)-2F1 Shirt Vict 06-06-20-D01] 12,13 ]28,29,30[ 9,10 el 22,22.2,24,25
XX0156.3 99XX9999Q1(15)-2F3 Shirt Vict 06-06-20-E01 | 12,13 [28, 29,30 9,10 I Locus | DBST179(2)  ~ I | o 12,13 PoAvg(069) [22] PHI0ED + 22,22.2,24,25
| | XX0159.1 99XX9999Q1(15)-8F1 Shirt Vict 06-06-20-F01 | 12,13 [28,29,30] 9,10 = Minor nfa P.Ava(0.31)[1.0] wPH7s = Wr[en = | [22.22.2,24,38
XX0161.1 QAOD3F1 06-06-20-H01 LN O | Ao 1203 il wPlom = 22,26
XX0162.1 Reag BlankF1 06-06-20-B02 RFUs 150, 2345 = 22
01622 Reag larks2 089 2052 s [ gy [V
XX0164 99XX9999Q1(2) LFS Vict 06-06-20-D02 12,13 [28,29,30] 9,10 o | agdCommert |- [22,22.2, 24,25
XX0165 QAOD4 QA 06-06-20-E02 12 | 29,31 | 912 19,23
XX0166 Reag Blank 06-06-20-F02 12 13
XX0167 99XX9999K1(11) Blood Vict 06-06-20-G02 12,13 | 29,30 | 10 [100 % % [15an | (2045 | 22,24
! 3 28 | ey 223,25
mﬁ,mﬁﬁmﬁ%m s 121, 5] 30 [i,12 S (e ] onee | 99 20
XX0170 Reag Blank 06-06-20-C03 0.08
XX0171 Pos Con 06-06-20-D03 13 30 [10,111 23,24
XX0172 Neg Con 06-06-20-E03 Mixture Information 12 =
All combinations have: PHr == 0.6, MPh >=75 mP=>=0 Ee. -
For a 2-confributor 2-allele mixture of Types A4 &A Ination(s): @
< 12, 13(phr=064,p=098) -12(p=002) [48 il
12, 13(phr=1.00; p =081 = 13(p=0.19) [
| Clear Selection .:

For a 2-contributor 2-allele mixture of ‘@ &
13(p = 0.60)+12(p = 0. 40) [1.54

For a 2-confributor 2-allele re
12, 13{phr=067)-12 13(phRgD E7)

111 -combination(s)

pes AB & AB: 1/1-combination(s)

OPCIONES MODIFICABLES DENTRO DE.LA VENTANA “"MIXTURE INTERPRETATION”

Aplicar referencia (s) (en casos‘de.mezclas a partir de muestras intimas): Haga clic en
el boton Referencia “References” {€squina superior derecha) y aparecera el cuadro Seleccion de

referencias “References”.

Haga clic en la flecha ¥ en el'desplegable 1 “Select a reference to apply”. Aparecera una lista
desplegable de todas sus muestras disponibles. Haga clic en el que desea establecer como
Referencia 1. Una vez que seleccione una referencia, el boton al lado de la referencia cambiara
de Aplicar referencia "Apply Reference” a Eliminar referencia “"Remove reference”. Para
establecer mas de una referencia, continle con el Cuadro 2, etc. y repita los pasos anteriores

para aplicar la referencia.

Si desea eliminar una referencia, haga clic en el botén Eliminar referencia. Una vez que se ha
eliminado una referencia, el botdon Eliminar referencia vuelve al boton Aplicar referencia. Si
desea agregar una referencia que se ha eliminado, haga clic en el botdn Aplicar referencia y se

volvera a agregar como referencia.

References

References

[Select e L -| [ bl Bt e I

| select a reference ta appiy -J [ [ e ]

| Sslect a reference ta spply - [ Rl e ]

| Sslect a reference ta spply -] T ——

|Select = refersnce to acolu -l | oo Reference |
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Configuraciones "Settings’: La relacion de altura de pico (PHr), la altura de pico minima
(mPH), la proporcién minima (mP), el umbral de homocigoto (HT) y el porcentaje de
tartamudeo “Stutter” estan predeterminados de la configuracion de interpretacion de la mezcla.
Puede cambiar estos valores en las flechas al lado de cada cuadro. El valor modificado
permanecera activo mientras la Ventana de interpretacién de mezcla permanezca abierta o la
cambie manualmente a otro valor. Los valores predeterminados establecidos en la
Configuracion de interpretaciéon de mezcla apareceran cuando se abra una nueva Ventana de
interpretacion de mezcla.

El area de informacion de la mezcla solo mostrarad combinaciones que sean iguales o mayores
que la configuracion e incluira los perfiles de referencia si se aplica.

Mixture Information N

Only combinations including the following reference profiles arésincluded: (12, 13)
Al combinations have: PHr == 0.3, mPH = 175, mF==0 _

1: For a 2-contributor 2-allele mixture of types A& & AR 2;’}50mbina’rion(s):
12, 13(phr = 0.60; p=0.96) [Ref 1] =12, 12(p = @04
12, 13(phr = 1.00; p = 0.81) [Ref. 1] =13, 13(pQIN)

2. For a 2-contributor 2-allele mixture of types. AB & AB: 1/1-combination(s):

12, 13{phr = 0.67) [Ref 1] =12, 13(phrm NN [Ref 1]

Aplicar tartamudeo "Stutter”: |la heframienta de interpretacion de mezclas también incluye
funciones para aplicar el porcentaje,de tartamudeo preestablecido por locus. Puede aplicar el
tartamudeo a un locus individual @=aplicarlo globalmente a todos los loci. Para aplicar el
tartamudeo solo al locus individual,"haga clic en el boton “Aplicar tartamudeo” (“Apply
Stutter”). Si desea aplicar el tartamudeo a todos los loci, haga clic en el cuadro junto a "Aplicar
globalmente" (“Apply Globallyd )\

Si la opcién Aplicar globalmente estd marcada, aplicara tartamudeo a todos los alelos aplicables
en cada locus.

12 T
100 3 % 1332.4) 2345 |
Appl = = ? =
24 G?pr};"}. Remove Stutter Add Profile

ooz

Mixture Information
All combinations have: PHr ==0% MFh == 7% mFP>=0
RFUs have been recalculated for 100% of max stutter.

For a 2-contributor 2-allele mixture of types A4 & AB: 2/2-combination(s):
12, 13(phr = 0.56, p=0.98) =12(p=0.02) [49: 1]
12, 13(phr=1,00; p=0.75) =13(p=0.25) [3:1]

For a Z-contributor 2-allele mixture of types A4 & BB 1/1-combination(s)
13(p=063)-12(p=037) [1.7:1]

Ermr = D mmmdriba bmr 3 Allade peivbirs of hoomme AR 2 AR 1011 mmrnkimstioemd e
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Asignacion de perfiles “Alelle Calls”: la ventana de interpretaciéon de mezclas tiene tres
formas diferentes de realizar llamadas o asignaciones de alelos.

Mixture Interpretation - DDA Interpretation

Setup
o Contibutor #2  ~
perations |
| References |
Locus|DBs1173120 - |[ e ][> ) 1213 P Avg(lB9)[2.2] vitamsite piefos
e S Minor nfa P. Awg(D.31)[1.0] WPH 75 = HT 1m0 2
G i lgnors Alleles -
v mP 000 3
RFUs 1580, 2345 elow mFH
e ok | g | Vimm calmon
sale N Commert [ -]
TR
[100 2] % 1580 | [2348 2
Ay ———— e
iy [“orly e | 4cd Prcfic 7] v
0.08
# Mixture Information R_v iz 2

# Only combinations including the following reference profiles are included: (12, 13)
A All combinations have: PHr == 0.6, MPh ==75, mP>=0

For a 2-contributor 2-allele mixture of types AA & AB: 2/2-combination(s): 4
12, 13(phr=0.64; p=0.98) [Ref 1] -12(p=0.02) [49.0: 1] 1
12, 13{phr=1.00;p=081)[Ref 1] -13(p=0.18) [4.3:1]

r
R

For a 2-contributor 2-allele midure of types AB & AB: 1/1-combifatidng).

12, 13(phr = 0.67) [Ref. 1] =12, 13(phr = 0.67)

La primera forma es hacer clic derecho epla‘eembinacion a la que desea llamar. Apareceran
los botones Enviar al perfil 1 “Send to profile 1” y Enviar al perfil 2 “Send to profile 2”. Haga clic
con el botén derecho en la combinacign*de genotipo en la fila de combinacién a la que desea

asignar y seleccione el perfil particular haciendo clic en el boton apropiado "Enviar al perfil 1,
2",

Luego repita para el siguiente ‘perfil hasta que se hayan elegido todos los perfiles. Una vez
seleccionada, la informacién aparecera en azul como se muestra en el siguiente ejemplo, el
Genotipo 12, 13 se aplicanal Perfil 1 (Victima) y el Genotipo 13, 13 esta en proceso de aplicarse
al Perfil 2 (Sospechoso). También puede agregar y ver comentarios agregados, haciendo clic en
el boton "Comentafio".“0s comentarios también se agregaran a la pagina “Mixture
Interpretation” delNInforme de asignacion.

Mixture Information 12 =
Only combinations including the following reference profiles are included: (12, 13)
All cornbinations have: PHr == 068, MPh ==75, mP >= 0

For a Z-contributor 2-allele mixture of types As & AB: 2/2-combination(s):
12, 13(phr=0.64 p=0.98) [Ref 1] -12(p=002) [49.0: 1]
12, 13(phr = 1.00; p = 0.81)(ictim) [Ref. 1] -|'I p=01gilia = - 11

. : Send to Victim |
For a Z-contributor 2-allele mixture of types AB & AB: 1/1- \Eend oot
12, 13(phr = 0.67) [Ref 1] #12, 13(phr = 0.67) i

| Comment |

La segunda forma es seleccionar manualmente alelos en la seccion central de la Ventana de
Interpretaciéon de Mezcla. Haga clic en el perfil para el que desea hacer una asignacion y luego

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
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haga clic en los cuadros debajo de los alelos que desea seleccionar. Aparecera una marca de
verificacién en los cuadros seleccionados. Si desea hacer uno de los alelos como Cualquiera
“Any” u Obligado “Obligate”, haga clic derecho en la casilla de verificacion y aparecera una lista
desplegable. También puede usar esta funcion para eliminar o ignorar un alelo. Seleccione la
opcién adecuada. Como se muestra en la siguiente figura, la palabra "Any" aparecera a la
derecha del alelo elegido si se selecciona alguno y un "0" aparecera a la derecha del alelo
elegido si se selecciona una obligacién.

dE o TR Ll 12 13

(1560 || 2345 1580 | 2345 1580 || 2345 .151'826 '2314%
Yictim | & v v v /| Any 70 @
o—
i'i'z"—_;
| Sy |
{12
| |gnore Allele e =
9 | Remove Allele = f
e =TT EET I =TT _

La tercera forma es hacer clic en el botdn de Asignacién Emergente "Popout calls". Aparecera
una ventana como se muestra a continuacion. Pliededhacer clic en el cuadro debajo del alelo
gue desea seleccionar para cada perfil. Se mastrard una marca de verificacidon en todos los
alelos seleccionados. Al volver a hacer clicen unscuadro que contiene una marca de
verificacion, se eliminara. Si desea asignanun’alelo como Cualquiera “Any” u Obligar *0”, haga
clic con el botén derecho en la casilla,debajo del alelo apropiado y frente al perfil correcto,
aparecera una lista desplegable como\se e en la figura a continuacion. Luego puede hacer clic
en la opcidon adecuada. También puede eliminar un alelo usando la lista desplegable.

Una vez elegido, puede moverseg™a un lugar diferente usando las flechas <- o -> al lado del
lugar para avanzar o retroceder o hacer clic en la flecha ¥ en el cuadro de lugar para moverse
a un lugar especifico. Puedé cerrar esta ventana haciendo clic en la X en la esquina superior
derecha.

gnore AMleles mPH |50

selove mPH
mP 0.00 (P
ERiianne DE51179 (2] = gl |L| 12 13

. ——— 1580 2345
| it !,VIEW call Tepo 12 13
1580 2345 Profile 1 v

——
calls || Add Commenl
S| S e e " o =

q 2 ==
i ] Prafile 2 s |
Praofile 2 ‘ 1% Qi

Femove dllele

2| U= Mixture Interpretation of XX0156.1 99XX999901(15)-2F1. 0851179 (2] -1 (el (2]

Nota: en qué casos se puede asignar un alelo como obligado “Obligate” o cualquiera “Any”?
Esto se aplicard normalmente en los perfiles minoritarios cuando no se puede determinar cual
es el perfil exacto del sujeto. En el caso de Obligado, se utliza cuando tenemos un perfil
mayoritario claro y un perfil minoritario que tiene que tener un alelo X pero que ese alelo se
puede combinar con cualquiera de los alelos del Mayoritario o consigo mismo.

En el caso de Cualquiera, este se utiliza cuando la pareja del perfil minoritario tiene la
posibilidad de haberse perdido por problemas estocasticos.
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Nota: Una vez que realice una asignacién con cualquiera de los métodos, se registrara en
todos los métodos. Por lo tanto, puede cambiar los métodos a lo largo de la interpretacion de la
mezcla, sin perder ninguna asignacion ya realizada utilizando uno de los otros métodos. Por
ejemplo, una vez que se asignoé a 12, 13 para el Perfil 1, se resalté en azul en el Método Uno y
se registraron marcas de verificacion marcando alelos 12, 13 en los métodos 2 y 3.

A medida que realiza cada asignacién, la proporcion promedio se mostrara en la Ventana de
Interpretacion de Mezcla encerrada en un []. Esto se encuentra en la parte superior central de
la pantalla. Junto a las proporciones estara el porcentaje de contribucién a la mezcla en un ().

| Feferences |

Locus DEst179i2) +|[ < |[ 2 | 12.13 P Avg(089) [22] T i O
i Minor nfa P Awg(0.313[1.0] ) wEH | 75
Alleles 12,13 ¢ mlanoee 2lleles

. P 0.00
REll= 1580 234K ¢ Bl mPH

HT 180 =

4 F 4k 4P

Nota: Van a existir casos en los cudles no va a ser posible asignar alelos para el perfil
minoritario. Esto NO afecta el proceso del software. €asés en donde el perfil minoritario esta
muy bajo o se haya realizado una extraccion diferencial tendran altas posibilidades de
presentar este escenario. Hay que tomar en cuanta-de que al finalizar el procesamiento de la
mezcla se tendra una pantalla resumen del pr6ceso en donde apareceran tanto el perfil original
como los perfiles o perfil que se pudo decopavolucionar.

Por cuestiones de claridad, se debe de cambiar el nombre de los perfiles a los cuales se asignan
los alelos (“Profile 1”, “Victim”, ete). Se debe colocar un nombre alusivo a si es perfil
mayoritario o minoritario e indicar el numero del caso y el nombre del indicio.

Para hacer esto, se debe de hacer, Click dentro de la Ventana de interpretacion de Mezcla en la
flecha ¥ del recuadro con-el\nambre genérico “Profile 1”. Esto despliega una serie de opciones,
dentro de las que se enctientra la opcidn “Rename Profile” para renombrar el nombre del perfil.

gheaks & 13 13.2 14

15
sy —7e0] | [ 3840 3318 649

i‘ljpt? -~ 100 B
Globalhy
-\. = Profile 01
fepbcShter, Profile 02
012 Add Profile
= Add Associated Profie

s Rename Profile
Mixture Information Remowve Profile

|2l combinations have: e =50, mMP>=0 |

Esto despliega al cuadro de didlogo “Pick from User Defined Profiles” para seleccionar a alguno
de los dos nombres genéricos de perfiles “Profile 01" o “Profile 02". Se selecciona a cualquiera
de los dos.
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Pick from User Defined Profiles >

Profile D1
Profile 02

— — ]

La seleccidén despliega un nuevo cuadro de didlogo “Rename Profile” el cual permite cambiar el
nombre del perfil previamente seleccionado. En este ejemplo se cambia a “Profile 01" por
“Perfil MAYORITARIO 19-XXX-APL SANG”

Rename Profile = O X ;
Perfil MAYORITARIO 13-X00(-APL SANG| 4 :'—
o [T

Al finalizar con el proceso de interpretacién/deconvolucion dé la mezcla, se debe de hacer click
en el botdn de Ver Reporte de Asignacion “View call #eport” en la Ventana de Interpretacion de
Mezcla. Esto despliega una nueva ventana puede éleginvisualizar las proporciones de sus
llamadas en un formato grafico. ESTA VENTANA'SE'DEBE DE IMPRIMIR Y GUARDAR EN
EL LEGAJO DIGITAL DEL CASO.

£

| & .5.1 i “iew call report i "_|

calls ![ &dd Comment |*_

QN J

La mezcla se muestra en la parte superior de la pagina y los perfiles deconvolucionados se
muestran debajo de esto. Si se/utilizé una referencia, debajo de los perfiles estaran los alelos
gue son ajenos a la mismayUn'grafico que muestra la proporcién de cada perfil por loci se
genera debajo de los perfilés. Debajo del grafico estan las proporciones que se relacionan con
el grafico. A medida que realiza sus asignaciones, los alelos completaran automaticamente el
informe. El grafico/Solomuestra las proporciones para el locus que han podido asignar un perfil
mayoritario y uno minoritario.

= &

Mixture Interpretation of XX0156.1 99XX9999Q1(15)-2F1 Shirt Vict 06-06-20-D01 c ] E
D851179] D21511 |D75820[ CSF1PO |D351358] THO1|D135317]D165539| D251338 | 0195433 |  wwA  |TPOx| D18s51 |Amel|Dsssis] FeA |

[%x0156.199x¥9999Q1(15)-2F1 Shirt Vict 06-06-20-D01| 12,13 |28,29,30] 9,10 [10,11,12[ 15,16 |6,93]8 11,12 9,12, 13[19, 20,24, 25[13, 14, 14.2, 18215, 17, 18, 19| 8, 11[14,15, 17| X, ¥ | 9,12 |22,22.2, 24, 25|
]

|

| Profile 10 12,13 | 29,30 | 10 | 10,12 | 1516 [6,93[ 8,12 | 12,13 | 20,24 | 13,142 | 17,19 s 11| 14,15 | x | 12 | 22,24
| Profile 11 13 28 | 910 1011 | 15 |693[ 11,12 | 912 | 19,25 14,18.2 15,18 | 11 | 14,17 [x,v| 912 | 222,25

| Foreign to References [ 28 [ o [ u ] [ [ 1 T o [ 1925 | 14182 | 1518 | [ 17 [y [ o [ 2222
XX0156.1 99XX9999Q1(15)-2F 1 Shirt Vict 06-06-20-D01

= Profile 10

 profile 11

<
°
rd

I 2

0851179 D21511 D75820| CSFIPO  D351358 D135317 D165539 0251338 D195433 vWA  [TPOX| D18551 |Amel D55818 FGA
profile 10 081 070 061 066 065 060 070 073 0.70 0.71) 0.65 071 0.74 070 0.70
|Profile 11 019 030 039 034 035 040 030 027 0.30 029 0.35 029/ 0.26 030 0.30

Profile10 069
Profile 11 031 al

W< ]\ Calls Mix Interp, & ‘&
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El Informe de asignacion incluye una hoja de trabajo adicional para documentar cada uno de
sus parametros de interpretacion y resultados locus por locus. Si hace clic en la pestana
“Mix_Interp Worksheet” en la parte inferior del informe, vera un Informe detallado de
interpretacion de mezclas.

Mixture In

terpretation of XX0156.1 99XX999901(15)-2F1 Shirt Vict 06-06-20-D01

A

Mixture Interpretation Details for 'XX0156.1 99XX999901(15)-2F1 Shirt Vict 06-06-20-D01'][C

Only combinations including the following reference profiles are included: (12, 13)
All combinations have: PHr >= 0.3, MPh >= 100, mP >=0

D8s1179:
12 (1580},13 (2345)
For a 2-contributor 2-allele mixture of types AA & AB: 2/2-combination(s):
12, 13(phr = 0.63; p = 0.97); 12(p = 0.03);
12, 13(phr = 1.00; p = 0.81); 13(p = 0.19);
Faor a 2-contributor 2-allele mixture of types AB & AB: 1/1-combination(s):
12, 13(phr =0.67); 12, 13(phr = 0.67);

Only combinations including the following reference profiles are included: (29, 30)
All combinations have: PHr >= 0.3, MPh >= 100, mP >=0

D21511: -\
28 (916),29 (1144),30 (994)
For a 2-contributor 3-allele mixture of types AA & BC: 1/3-combinations):
29, 30(phr = 0.87; p = 0.70); 28(p = 0.30); ! ‘7
For a 2-contributor 3-allele mixture of types AB & BC: 2/3-combinatign(s
29, 30(phr = 0.60; p = 0.52); 28, 29(phr = 0.60; p =
29, 30(phr = 0.48; p = 0.56); 28, 30(phr = 0.484@

7 S % 1
Only combinations including the following referenge profiles are included: (10)

All combinations have: PHr >= 0.3gMPhi= 100/mP >=0
y h T 4

D75820¢ Py
9(594),10 (2480)
For a 2-contributor 2-allele mixture of types AA & BB: 1/1-combination(s):

10(p# 0.81)78(p = 0.13);

For a 2-contributor 2-allele mixture of types AB & BB: 1/2-combination(s):

10{p = 0.6%); Ta0iphr = 1.00; p = 0.39);

-
Only combinations including the following reference profiles are included: (10, 12)
All €mbinations have: PHr >= 0.3, MPh >= 100, mP >=0
e

W »w\calliMixlnterpﬂ__ E= SSSS— —

Para imprimir este reporte, 'se debe de hacer click derecho en el borde superior de la ventana.
Esto despliega un dialogo en donde se debe de hacer click en la opcién “Print”

ArmedXpert™ v3.0.8.8

Views Data  QCChecks  Match & Comparison | Interpretation | Reporting

V| Highlight = - = A
J = L ~ i
Begin Mixture Single Likelihood Probability RMP User Organize
Interpretation Source  Ratio  of Inclusion Defined ~
Mixture Interpretation Frequency Calculations Windows

Mixture Interpretation of 8890-19 APL SANG

Print

[

D351358 | WA | D16553¢

Restore
8890-19 APL SANG 14, 15,16 (16,17 12

Move
Perfil minoritario 8890-19 APL SANG |14, 15, 16* s
Perfil MAYORITARIO 8890-19 APLSANG | 14,15 |16,17] 12 = Minimize

o  Maximize

el| D8s1179 | D21511 [D18ss1|

[11,13,14 [312,322] 12,18 |

11,13, 14*

11,13 [31.2,32.2] 12,18 ]

x  Close Alt+F4

8890-19 APL SANG

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestidn de Calidad




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 19 PAGINA: 117 de 187

GESTION DE CASOS E INTERPRETACION DE P-DCF-ECT-BQM-52
RESULTADOS, UNIDAD DE GENETICA FORENSE,
SECCION DE BIOQUiIMICA

En la ventana que se despliega, buscar la opcidén “Select saved page setup”, hacer clic en la
flecha y seleccionar la opcion que se despliega “impresionPDF”
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CALCULOS DE FRECUENCIA

La seccion Calculo de frecuencia “Freguency calculations” permite realizar diferentes calculos de
frecuencia. ArmedXpert incluye caleulos de frecuencia para Fuente Unica “Single Source”, Razén
de Verosimilitud “Likelihood Ratio“%=Rrebabilidad de inclusion “Probability of Inclusion”,
probabilidad de coincidencia aleatoria "RMP” y Definido por el usuario “User Defined”. La opcidn
Definido por el usuario le permitesejecutar un calculo de complemento personalizado

) B
¢ -
q.} 'm_ = ) ¥
. L GO i
single  Likelihood Probability  RMP IJser
Source  Ratio of Inclusion Defined =

Freguency Calculations

Para cuestiones de este anexo solamente se detallara lo relacionado a calculo de RMP y
Razones de Verosimilitud.

El primer tipo de calculos estadisticos es un calculo RMP. Se utiliza para realizar calculos de
frecuencia en muestras donde se logra obtener un perfil Unico (como la hoja de calculo H-DCF-
ECT-BQM-05).

Realice una comparacion entre el perfil Unico deconvolucionado vy el perfil de referencia del
sujeto en estudio. De no presentarse exclusiones, continte con el calculo estadistico.

Haga clic en el Botdn de “RMP”. Seleccione la muestra de perfil Unico con la que desea realizar
los calculos desde la pagina del Reporte de Asignacion. La pantalla cambia de color y se resalta
el perfil a analizar si se le pasa el cursor por encima del nombre.
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Al seleccionar el perfil a analizar se mostrara la pagina RMP. Todos los loci y sus alelos
correspondientes se importan a la pagina. En la mitad izquierda de la pantalla se encuentra
cada lugar con cada alelo correspondiente con los calculos para cada alelo por origen étnico. En
la mitad derecha de la pantalla, puede ver el calculo de cualquier combinacién de alelos.

Si alguno de los lugares tiene mas de 2 alelos se resaltara en amarillo para advertirle que la
cantidad de contribuyentes puede estar equivocada. La seccion en la parte inferior de la pagina
es donde se indica el nimero de contribuyentes. Use las flechas hacia arriba y hacia abajo para
alternar entre 1, 2 y 3.

RMP - XX72.2 99XX5678 01(2) F2 Vag Swab 06-07-14-D02

| XX72.2 99XX5678 Q1(2) F2 Vag Swab 06-07-14-D02
Locus Locus Profile | [attete 1] allele 2 [ altele 3 [ allele a [ allele 5[ Allel CSim.oi
D851179 9,11,12,13,14,16 ] 9 11 12 13 14 16
0.0128 | 0.0587 | 0.1454 | 0.3393 | 0.2015 | 0.01. 0. 0000
0.0139 | 0.0361 | 0.1083 | 0.2222 | 0.3333 | 0.04. 0.0000
0.0123 | 0.0616 | 0.1207 | 0.3251 | 0.2463 | 0.02. 0.0000
D21511 29,30,30.2,32.2 29 30 302 | 322
01811 | 0.2321 | 0.0383 | 0.1122 0.0000
01899 | 0.1788 | 0.014 | 0.0698 0.0000
0.2044 | 0.3301 | 0.032 | 0.1355 0.0000
D75820 8,9,10,12 8 9 10 12
0.1626 | 0.1478 | 0.2906 | 0.1404 0.0000
Al
01738 | 0.1571 | 0.3238 | 0.0805 0.0000 iodified RVP
0.0981 | 0.0479 | 0.3062 | 0.1914 0.0000 [Farced mRMF
€SF1PO 10,11,12,13 10 11 12 13
0.2537 | 0.3005 | 0.3251 | ‘Gl 0.0000
02714 | 0.2048 |  0.3.}.0.0848 0.0000
02536 | 0.2656 | 04523 | 0646 0.0000
D351358 15,16, 17 15 16 1
02463 | 0.8815 | 02118
02005 | 0.3071 | 02 00000 |
£ i—— : i esEE

( Jer = -
| Pick via mouse | | L CBwibuwasz 2

En el primer alelo, en caso de_hacenel calculo de RMP para una mezcla, haga clic en la flecha al
lado del cuadro "Agregar combo™("Add combo”) para abrir la lista desplegable de combinacién
de alelos disponible. Selegcionella combinacion adecuada y ArmedXpert completara
automaticamente los calculos para esa combinacion de alelos. La lista desplegable le ofrece
todas las combinaciones posibles, asi como varias opciones de RMP "2p", asi como una opcién
para eliminar locus’y agrégar comentarios.

Nota: Si se elige una opcién RMP o ‘2p’, no se pueden agregar otras combinaciones para ese
locus. Cuando se complete, aparecera el cuadro "Agregar combo" en la siguiente columna.
Agregue todas las combinaciones que sean necesarias para realizar el calculo. Continle este
proceso para cada locus enumerado.

Si elige mas de una combinacién "Anys", aparecera un cuadro rojo como se muestra a
continuacion. Esto indica que una sustraccion de los alelos duplicados debido a los "Anys". Esto
es consistente con las Guias de SWGDAM.

Para eliminar una combinacién, coloque el mouse sobre la combinacion. La combinacion
aparecera en gris y tendra una linea roja a través de ella como se muestra a continuacion.
Haga doble clic en el cuadro y se eliminara. Se puede volver a agregar en cualquier momento.
También puede eliminar cualquier Locus haciendo doble clic en el nombre del locus. Esto
eliminara toda la informacion del lugar. Haga doble clic nuevamente para recuperar la
informacién del lugar.
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0.0865
/ﬂfﬂ?u
0.0959

TODOS los célculos matematicos realizados para todas las combinaciones, se pueden ver
haciendo clic en la pestafa de cdlculos en la parte inferior de la pagina. ESTA VENTANA SE
DEBE DE IMPRIMIR Y GUARDAR EN EL LEGAJO DIGITAL DEL CASO.

RMP - XX72.2 99%X5678 01(2) F2 Vag Swab 06-07-14-002 - \P
XX72.2 99XX5678 Q1(2) F2 Vag Swab 06-07-14-D02 &)
DBS1179 (2gs)
(2*11%13)
0.03983382 0.0398
0.01604284 0.0160
0.04005232 0.0401
D21511 (2pr) + (2st) + [2vw) + (p? + p(1-p)Theta)
(2*29%30.2) + (2 * 30*30.2) + (2 * 30.2*32.2) + (30.2% + 30,2(7%80.2)Theta).
0.01387226 + 0.01777886 + 0.00859452 + 0.0018352211, 0.0421
0.0053172 + 0.0050064 + 0.0019544 + 0.00033404 0.0126
0.0130816 +0.0211264 + 0.008672 + 0.00133376 0.0442
D75820 (2pg) + {2su) + (p? + p(1-p)Theta) + (2uv)
(27879) + (2 7 9%12) + (9 + 9(1-9)Theta) + (#9710}
0.04806456 + 0.04150224 + 0.0231043916 + 0.08590136 0.1986
0.05460796 + 0.0284351 + 0.0260046059.+ 010923706 0.2108
0.00939798 + 0.01833612 + 0.0027504659 #0,02933396 0.0598
CSF1PD (2p1)
(2710M12)
0.16495574 0.1650
0.16284 0.1628
0.19897456 0.1990
D351358 (p? + p(1-p)Theta) + (p? +@fl-piTheta) + (2pg) + (2st) + (2tv) + (p®+ p(1-p)Theta)
(157 + 15{ 1,48 Theta) + (177 + 17({1-17)Theta) + (2 * 15*16) + (2 * 16*17) + (2 * 15*17) + (167 + 16(1-16)Theta)
0.0625208531 + 0.0865286476 + 0.1140369 + 0.0980634 + 0.10433268 + 0.0553713275 a
W "L,@Jgﬂcieh@lcu\amﬁns’ B |

| Pick viamouse | | S, | Contibutors: 3 3

El segundo tipo de célculosyestadisticos es un calculo de relacidn de probabilidad “Likelihood
Ratio”. Se utiliza para caleular razones de probabilidad para muestras de mezclas (como el
software GFF). Este tipo de’calculo se haria en los casos en donde NO se pueda hacer
deconvolucién de la mezcla o en casos en donde alguno de los perfiles obtenidos tenga
marcadores para los cuales no se pudo hacer una separacion de mayor/menor.

Realice una comparacion entre el perfil semi deconvolucionado o la mezcla completa y el perfil
de referencia del sujeto en estudio. De no presentarse exclusiones, continte con el calculo
estadistico.

Para obtener los calculos de la relacion de probabilidad, haga clic en el botén Razén de
verosimilitud “Likelihood Ratio”. Seleccione la muestra de perfil mezcla con la que desea
realizar los calculos desde la pagina del Reporte de Asignacion. La pantalla cambia de color y se
resalta el perfil a analizar si se le pasa el cursor por encima del nombre.

Todos los loci y sus alelos correspondientes se importan a la pagina y ArmedXpert realizara
automaticamente los calculos. La razén de verosimilitud para cada etnia se enumera en la
columna Probabilidad. Los resultados de la FISCALIA se enumeran en la columna C1 y los
resultados de la DEFENSA se enumeran en la columna C2.
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:\;Z s ArmedXpert™v3.0.8.8 - [Likelihood Ratio - 8890-19 APL SANG]
Views Data  QCChecks  Match & Comparison | Interpretation | Reporting
v|Highlight = 0 = ]
4§ w | W
Single Likelihood Probability RMP User Or
Source  Ratio  of In Defined ~
Micure Interpretation Frequency Calculations Windows
8890-19 APL SANG
D151656 15,17.3 15 17.3
15 173 [ P1(g|15,17.3)  P2(15,17.3|15,17.3) |
0.1339 0.1129 [ 18.88 ] 0.06091024] 0.00322613
D125391 19,26 19 26
19 26 [ P1(g]19,26) + P2(19,26]19,26) |
0.1851 0.0028 [ 485.93 | 0.03530641] 7.26572€-05
D251338 22,24 22 24
2 2a [ P1(0]22,24) + P2(22,24|22,24) |
0.094 0.084 ‘ 36.17 | 0.031684 |0.000876014
CostaRica 3.7615E+18 (3.76 Quintillion)
1Px=1
2Px=2
Known
Unknown
Sources:
CostaRica actualizado 06-11-2019
< - S y |
N WI .
Numerator | _Reset Knowns e -
© Denominator | Reset Unknowns -

Para ayudar en los calculos del indice de probabilidad; hay opciones en la parte inferior de la
pantalla que se explican a continuacion. “HP”fes &l'nimero de contribuyentes desconocidos
para la FISCALIA, y en este ejemplo es 1. *HD%es el nimero de contribuyentes desconocidos
para la DEFENSA, y en este ejemplo es 2. Ingrese los nimeros correctos para cada uno y haga
clic en el botdn "Establecer" ("Set”). Refiérase a los escenarios de célculo que utiliza el software
GFF (PON GESTION DE CASOS E INTERPRETACION DE RESULTADOS, UNIDAD DE GENETICA
FORENSE, SECCION DE BIOQUIMIEA)puntos 7.3.13.10.3.1 2 7.3.13.10.3.1.3).

Nota: La fila superior de alelos n cada locus es el Numerador o FISCALIA v la fila inferior de
alelos en cada locus es el,Denominador o DEFENSA. Los calculos cambian en funcion de los
valores establecidos.

Para llevar a cabo gstos-calculos de la manera mas completa, se debe agregar la referencia
(contribuyente) que _se incluye en el perfil a Numerador (FISCALIA) o Denominador (DEFENSA).
Elija Numerador o Denominador haciendo clic en el circulo al lado de la opcién deseada. El
circulo se llenara como se muestra en la figura a continuacion para indicar el elegido. Luego,
haga clic en el botdn Seleccionar con el mouse “Pick via mouse” y seleccione su referencia o
haga clic en la flecha ¥ y seleccione la referencia de la lista desplegable de muestras. Si tiene
mas de una muestra para seleccionar, use el botén Seleccionar con el mouse, mantenga
presionado el botdn Ctrl en su teclado y luego seleccione las muestras con su mouse, una vez
seleccionado, suelte el botdon Ctrl. Los alelos de la referencia apareceran en verde en cada
lugar, como se muestra en la figura en la pagina siguiente.

He:[1 HD Numerator Reset Knowns

(%)

Pick via mouse |8850-19 REF -| | Calculate

©) Denominator | Reset Unknowns
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El boton "Restablecer Conocidos" (“Reset Knowns”) restablece a todos los desconocidos (rojo) a
conocidos (verde) para el Numerador o el Denominador, segun cual se ha elegido. El
"Restablecer incdgnitas" (“"Reset Unknowns”) restablece todos los conocidos (verde) a
desconocidos (rojo) para el Numerador o el Denominador, dependiendo de cual se elija.

Haciendo doble clic en cualquier alelo se cambia de verde (conocido) a rojo (desconocido) o
viceversa. Todos los célculos se recalcularan automaticamente con todos los cambios realizados
en la pagina. En la parte inferior de la pagina estan los calculos por etnia para todo el perfil.
Los calculos se muestran en forma exponencial y alfanumérica.

Comandos para llevar a cabo los calculos de Razén de Verosimilitud (siga el orden de
comandos que se indica):

Escenario 7.3.13.10.3.1.1: muestra de escena, solamente una refetendia.
1. Haga clic en "Numerator”, haga clic en la flecha del cuadro=:Piek via mouse”, busque la
referencia que se incluye en el perfil mezcla
2. en “HP” indicar 1. En "HD” indicar 2. Haga clic en “Calculate”
3. Haga clic en "Denominator”, haga clic en “Reset Unknowns”

Escenario 7.3.13.10.3.1.2: muestra de escena, AMBAS referencias se incluyen.
1. en “HP” indicar 0. En “"HD" indicar 2. Haga élic en “Calculate”
2. Haga clic en "Denominator”, haga clic en “"Reset Unknowns”

Escenario 7.3.13.10.3.1.3: muestra intima;”AMBAS referencias se incluyen.
1. Haga clic en "Denominator”, haga clic en la flecha del cuadro “Pick via mouse”, busque
la referencia que se incluye ens€iperfil mezcla
2. en “HP” indicar 0. En "HD” indicar/1. Haga clic en “Calculate”

TODOS los calculos matematicos realizados para todas las combinaciones, se pueden ver en la
pagina. ESTA VENTANA SE DEBE DE IMPRIMIR Y GUARDAR EN EL LEGAJO DIGITAL
DEL CASO.

Comandos para llevar-a cabo los calculos de Razdon de Verosimilitud (siga el orden de
comandos que se.indica):

PARA MEZCLAS DE TRES PERSONAS

Escenario: muestra de escena, LAS TRES REFERENCIAS se incluyen.
1. en “HP” indicar 0. En “"HD"” indicar 3. Haga clic en “Calculate”
2. Haga clic en "Denominator”, Haga clic en “Reset Unknowns”

Escenario : muestra de escena, solamente DOS REFERENCIAS se incluyen.

Para realizar los calculos de este escenario mediante ArmedXpert, se debe de realizar un paso
previo dentro del mismo software, el cual consiste en “fusionar” las dos referencias que se
incluyen dentro de la mezcla en un solo perfil. Para hacer esto, se deben de seguir los
siguientes pasos:

1. En la pantalla principal del software haga click en la pestafia “Data”.
2. Haga click en "Combine Sources”
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Sample | Sample = Kit Sources @ btoData Source From Data Source ' Server Server Samples
Samplas Dista Source Sork

3. Esto abre una pantalla de didlogo con todas las muestras que se tengan trabajando en
el momento, separadas por nombre de proyecto.

4. Seleccione las dos muestras de referencia a combinar del panel jzquierdo “Samples &
sources”. Si desea en “Title”, le puede cambiar el nombre que~aparece por default a la
nueva tabla que va a crear. Haga clic en el simbolo de‘flecha marcado y luego en el
botén “Combine”.

Combine Sources { 2 v

Select items to combine

| Samples & sources | Selected samples & s&ges \
#- DEMO_I_2-Component_4_Vict_Mix_Stains_analysttt | 01561 93439330 1(15) 2R, 5 Vﬁst. 06-06-20-D01
= DEMO_|_2-Component_4_Vicl_Mix_Stains_Review.tst | A0159,1 99<<339901[151-8F NG bt Vet 06-05-20-F01
Ladder Identifiler 06-06-20-F03 #0563 SWSBSBQgﬁaEEFﬁ_SHQ_V\ct 06-06-20-E01
Ladder Identifiler 0B-06-20-403
Ladder Identifiler 06-06-20-401
-7RA156.1 83333301 (15)-2F1 Shirt Vict 06-08-20-C

»0156.3 99389930 1(15)-2F3 Shirt Vict 06-06-20£ ‘ 33 J
»#A0183.1 990489350 1(15)-8F1 Shitt Vict 06-06-20F i
#A0161.1 QADD3FT 06-06-20-HO1

#0621 Reag BlankF1 06-06-20-B02
#0622 Reag BlankF2 06-08-20-C02 ‘T‘
#0164 9%04933301(2) LFS Vict 06-06-20-D02 —
¥ADES QAD04 Oa D6-08-20-E02 |
#0166 Reag Blank 06-06-20F02 —
FANET 93443393K1(11) Blood Viet 06-06-20-G02 =i
20168 99%049999K 2 Blood Susp 06-06-20-HO2

#AOTE9 QAOZE QA 0B-DB-20-B03 |
#0170 Reag Blank 06-06-20-C03 o)

V! Ignore Case Blzo select tables

Titer 4<0156.7 99033390 1(15)-2E Shlrt_V|cl I]E-IJ_E-ZEI-DU'I,><><EI1551 95:4439330715)-BF1 Shirt Yict 0B-06-20-F01,

5. Esto crea una nueva tabla de genotipos, en donde solamente van a estar las dos
muestras de referencia seleccionadas. Proceda a editar uno de los dos genotipos.

6. De nuevo en la pantalla principal haga click en la pestafia “Data” y luego en “Edit
Sample”. Esto despliega el didlogo de “Pick via mouse” que a la vez tiene la flecha
desplegable para seleccionar cualquiera de las muestras del proyecto que estén abiertas
(ordenadas de acuerdo a las distintas tablas de genotipos).

o 9 % 348 3

Mew || Edit | Change | Combine | Commit Samples  Load Samples Connect Disconneck Sork
Sample | Sample 7 Kik Sources Lo Data Source From Data Source ' Server Server

; : Sork
Pick via mouze : E =
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7. Haga click en la flecha de desplegable o seleccione via mouse a UNA de las dos
referencias seleccionadas previamente. Seleccione la muestra de la tabla que se acaba
de crear previamente. Una vez seleccionada se despliega la pantalla que se ve abajo.

Edit Sample

Set Sample Source Type:  [dentifil Send To

I <0156, 3 39-3339301(15)-2F3 Shirt Vict 08-06-20-E01 I

Peak 1 Pesk 2
» Neme (BRI °

BF 13962 14432
RFU 602
Stutter |[]

Peak 1 Peak Pesk3
s -  EIEE

8P (20035 |24 | 2083
RFU 105 (o7 o4
Stutter | [] ] O

Peak 1| Pesk 2 Peak 1 Pesk2 | Pesk Peak 1 Peak 2
R : [ » neme (NI 2 e D
8P (2674 |onas BP  |s208 |32 |3ma 8P |12382 [127.85
RFU (628 1284 AU [s2 [ |am RFI 1303 |am3
Stutter ([] [ Stutter |[] |} O Stutter | [] ]

1632
O

Add Peak | Femave Peak | | Add Pesk | Remove Peak | | | Add Peak | Remave Peak |

Esta pantalla tendra a todos los marcadores de la referencia seleccionada, con la opcion
de AGREGAR o REMOVER PICOS (“Add Peak” y "Remove Peak”), se puede modificar
cada uno de los marcadores, de manera que se puedan agregar los picos de la otra
referencia y fusionar ambos perfiles.

8. Proceda a agregar a cada marcador el alelo faltante dejla referencia no seleccionada.
Por ejemplo, el marcador D8S1179 para la referencia seleccionada es 12,13. La
referencia 2 es 14,15. Hay que agregarle al perfikl2,13 los alelos 14 y 15, para hacer
un solo perfil. Para agregar los alelos faltantes haga click en “Add Peak”, se habilita una
nueva columna titulada “Peak 3”. En la fila,"Name” agregue, en este caso, al alelo 14.
Repita para el 15. Haga esto en cada uno de los marcadores que requieran agregar
alelos.

9. Una vez finalizado esto, cambie @l nombre de la muestra a “Perfil fusionado XXy 22"
(en la fila debajo de “Set Sample Source Type”) y HAGA CLICK EN EL BOTON “EDIT".
Esto crea a la nueva referencia,fusionada con los dos perfiles que encajan en la mezcla.
Proceda con el calculo estadistico.

Para realizar el calculosestadistico:
1. Haga clic en “"Numerator”, haga clic en la flecha del cuadro “Pick via mouse”, busque la
referencia EDITADA que se incluye en el perfil mezcla.
2. en “HP” indicar.¥En “HD” indicar 3. Haga clic en “Calculate”.
3. Haga clic en)Denominator”, haga clic en “"Reset Unknowns”.

Escenario: muestra de escena, solamente UNA REFERENCIA se incluye.

1. Haga clic en “"Numerator”, haga clic en la flecha del cuadro “Pick via mouse”, busque la
referencia que se incluye en el perfil mezcla

2. en “HP” indicar 2. En “HD"” indicar 3. Haga clic en “Calculate”

3. Haga clic en “Denominator”, haga clic en “"Reset Unknowns”

Escenario: muestra intima, LAS TRES REFERENCIAS se incluyen.

1. Haga clic en "Denominator”, haga clic en la flecha del cuadro “Pick via mouse”, busque
la referencia de la persona de quién se tomo la muestra.
2. en “HP” indicar 0. En “HD"” indicar 2. Haga clic en “Calculate”
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Escenario: muestra intima, LAS TRES REFERENCIAS se incluyen.

Para realizar los calculos de este escenario mediante ArmedXpert, se debe de realizar un paso
previo dentro del mismo software, el cual consiste en “fusionar” las dos referencias que se
incluyen dentro de la mezcla en un solo perfil (ver los pasos para fusionar perfiles arriba
descritos).

Para realizar el calculo estadistico:

1.
2.

3.

4,

Realice la fusién de las muestras de referencia que se incluyen en la mezcla.

Haga clic en "Denominator”, haga clic en la flecha del cuadro “Pick via mouse”, busque
la referencia de la persona de quién se tomo la muestra.

Haga clic en “"Numerator”, haga clic en la flecha del cuadro “Pick.via mouse”, busque la
referencia EDITADA que se incluye en el perfil mezcla

en “HP” indicar 1. En “"HD" indicar 2. Haga clic en “Calculate?

TODOS los célculos matematicos realizados para todas las,eembinaciones, se pueden ver en la
pagina. ESTA VENTANA SE DEBE DE IMPRIMIR Y GUARDAR EN EL LEGAJO DIGITAL DEL CASO.
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ANEXO 3
PLANTILLAS DE USO DE LOS EQUIPOS QIAGILTY

PREAMPLIFICACION

Plantilla YFILER PCR PostNormalizacion (RC)

Plantilla YFILER Normalizacion+PCR+CONTROLES (RC)
Plantilla YFILER Normalizacion+PCR (RC)

Plantilla PPFUSION PCR PostNormalizacion (RC)
Plantilla PPFUSION PCR PostNormalizacion (MR)
Plantilla PPFUSION Normalizacion+PCR+Controles (RC)
Plantilla PPFUSION (RC)

Plantilla PPFUSION (MR)

Plantilla Normalizacion Muestras 0,066 ng-ul

Plantilla Normalizacion Muestras 0,1 ng-ul

Plantilla GF-EXPRESS (RC)

Plantilla GC-EXPRESS (MR)

Plantilla GF PCR PostNormalizacion/(RC)

Plantilla GC PCR PostNormalizacion (MR)

Plantilla GF Normalizacion+RCR+CONTROLES (RC)
Plantilla GF Normalizacion+PCR+CONTROLES (MR)
Plantilla GF Normalizacion+PCR (RC)

Plantilla GF Normalizacion+PCR (MR)

Plantilla GF (RC)

PlantillaGF (MR)

POSTAMPLIFICACION

® Plantilla ELECTROFORESIS GF-FUS
® Plantilla ELECTROFORESIS GF-FUS Plantilla B
® Plantilla ELECTROFORESIS PATERNIDADES DIRECTO

CUANTIFICACION

® Plantilla Cuantificaciéon TRIO
® Plantilla Cuantificacion TRIO con MM preparado

® Plantilla Cuantificacion CTNG
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VERIFICACION

Plantilla verificacidon

Plantilla verificacién viales 200ul

Plantilla Varianza Intercapilar Analizadores Genéticos
Plantilla Contaminacién Mecanica Analizadores Genéticos

Plantilla Varianza Intercapilar Analizadores Genéticos con MM

Plantilla Contaminacion Mecanica Analizadores Genéticos con MM
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ANEXO 4

Uso del equipo QIASYMPHONY

Antes de empezar:

Disuelva el carrier RNA en 1,6 ml de buffer ATE antes de usar el cartucho por primera
vez. Transfiera 400 ul a cada tubo de las posiciones 1 y 2 del rack de enzimas. Agregue
1,2 ml de buffer ATE a cada tubo y mezcle por pipeteo.

Resuspender particulas magnéticas: remueva el contenedor de las particulas magnéticas
del cartucho y agite antes de usar.

Coloque el rack de enzimas con el carrier RNA en el cartucho (y destapar).

La primera vez que se usa el cartucho coloque la tapa perfofante (piercing lid) encima
del cartucho

El protocolo HE (High efficiency) requiere TopElute Fluid (TOPE). Se debe colocar una
botella abierta de 60 ml conteniendo el TOPE en la pesicion de reactivos y consumibles
en el equipo.

Cargar plasticos y recipiente para desechos

Cargar cajon de eluidos (eluate drawer), ya séa los racks para tubos eppendorf o placas
de 96.

Almacenamiento:

Cartucho y reactivos deben almacenarse en posicion vertical de 15-25°C
El carrier RNA es estable 4 senianas almacenado de 2-8°C, para largos periodos
almacene a -20°C.
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GUIA DE OPERACION DEL QIAsymphony

Elaborado por: Manuel Gonzalez Cordero.
Revisado por: Glen Arrieta Castro, Raquel Ortiz Arguedas.
Junio 2021

El orden de montaje ideal de una corrida va de izquierda a derecha del equipo:

1- Cargar la gaveta de Desechos “Waste” (W en la barra inferior de la imagen)
2- Cargar la gaveta de Eluidos “Eluate” (E en la barra inferior de la imagen)

3- Cargar la gaveta de Reactivos y Consumibles “Reagents and Constamables” (R+C en la
barra inferior de la imagen)

4- Cargar la Gaveta de Muestras “Samples” (S en la barra inferier de la imagen)
5- Definir los parametros de la corrida
* Inicie sesion en el equipo:

° presione la opcidén de “Log in” de la esquina sbperior derecha de la pantalla “Sample
preparation”

Sample Preparation

e @) [ o]
Slatis Eialom, Frabom Cozlizlian Tire l
Sanple View
READY TO LOAD ( |
4«

a?

READY TO LOAD

READY TO LOAD

L]
QIAGEN

° seleccione la opcion “PERITO". Se despliega la pantalla a continuacién:
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° ingrese la contrasefia correspondiente (peritosl)(verificar que la contrasefia no halla
cambiado).

° Una vez iniciada la sesion el equipo desbloquea la apertura de todas las gavetas.

» Abra la gaveta de desechos “"Waste”:

Load Waste drawer as shown below

Plastic Ware Waste Space Used | Space Required Space Missing | Space Recommended

Empty Uinit Boxes 0 Unit Baxes 4 Unit Baxes 0 Unit Bozes 4 Unit Boxes

Tip disposal
chute

Empty tip disposal

Verifique que el cajon de desecho esta~een ;os recipientes vacios.

La imagen superior de la derech%ume los materiales que deben de estar presentes en la
gaveta de desechos: (“Empty unit boxes” o cajas unitarias vacias (1 en imagen de abajo), “Tip

park station” o estacion de o de puntas (2 en imagen de abajo) y el “tip disposal chute”
o el ducto de desecho d s (3 en imagen de abajo)), asi como los que hay que vaciar
antes de la corrida (% qu1d waste” que seria VACIE el desecho liquido y “empty tip
disposal bag in hold e seria VERIFIQUE que haya una bolsa para desecho de puntas
vacia).

El fabricante recomienda cargar los articulos en la gaveta de "Desechos" en el siguiente orden:
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1. Inserte un recipiente para desechos liquidos vacio (asegurese de quitar la tapa antes de
colocarlo en la gaveta). El QIAsymphony comprueba que el contenedor de residuos liquidos
esté en la gaveta de "residuos". Si el contenedor de desechos liquidos no esta en su lugar en la
gaveta "Desechos", esta no se puede cerrar.

2. Inserte cajas unitarias vacias (asegurese de que haya una caja unitaria vacia en la ranura
4).

Para cargar la gaveta de "desechos" con cajas unitarias:

1- Retire la tapa de la caja unitaria. Si la caja contiene un espaciador, asegurese de quitarlo
2- Coloque la caja unitaria en una de las ranuras.

Nota: VERIFIQUE que las cajas unitarias VACIAS estén colocadas en el.siguiente orden de
adentro hacia afuera: 1x12 8-Rod covers, 1x12 8-Rod covers, 1x28 Sample Prep cartridge,
1x28 Sample Prep cartridge.

Nota: VERIFIQUE que la parte superior del contenedor de déscarte de puntas este
vacio o sin obstrucciones.

Nota: no realice un relleno manual de estos insumosidado que se puede generar un problema
de agarre/acople por parte del equipo que podria afectar el proceso de extraccion.

» Cierre la gaveta de desechos “Waste”.

°o Se debe de realizar un escaneo‘de la gaveta para que el equipo determine y
verifique los cambios realizades. El escaneo de inventario consiste en un escaneo
laser.

° Para realizar lo anterioridebe seleccionar la opcidén “Scan” posterior al cierre de la
gaveta de desechos<(ver figura de abajo)

@ Do you want to start the inventory scan on the *Waste drawer"?

| | No, nothing changed '

+ Abra la gaveta de Eluidos “Eluate”.
o Se deben de configurar los racks de eluidos.

= Verifique que los racks utilizados en la corrida anterior hallan sido eliminados, de
lo contrario se podria generar un error en la eluciéon de las muestras que podria
ocasionar perdidas de las mismas.
o Cerciorese de que se ha realizado un espejo de las muestras que se estan
trabajando con los tubos eppendorf de 1.5mL debidamente identificados y de que
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estos se van a colocar en el orden correcto (inicia en la columna 1 de Aa Dy asi
sucesivamente).

Nota: Cada rack tiene espacio para 24 muestras.

Los acidos nucleicos purificados se transfieren a la“gaveta "Eluate".

Esta gaveta contiene 4 ranuras que se pueden usar para eluir en placas o tubos.

Las ranuras de elucion 2 a 4 pueden acomedarplacas o tubos en adaptadores especiales.

La ranura de elucion 1 (E en la imagen) permite el enfriamiento del eluido y requiere el uso de
un adaptador de enfriamiento especialmente disefiado. Es por esto que las ranuras a utilizar
rutinariamente seran las 2, 3 y 4.

+ Cargue la gaveta de Eluidos “Eluate”
°© Se deben cargar los racks con tubos eppendorf rotulados y vacios.
°o AsegUrese de que las placas y los tubos en rejilla estén sujetos de forma segura en
la ranura mediante las clavijas blancas.

= Verifique que los racks utilizados en la corrida anterior hallan sido eliminados, de
lo contrario se podria generar un error en la eluciéon de las muestras que podria
ocasionar perdidas de las mismas.
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: | ©
,\ol 3 .°‘

 Cierre la gaveta de Eluidos "Eluate".

o Cuando cierre la gaveta de eluidos se debe iniciar el escaneo de inventario y debe
aparecer la pantalla “Eluate*Prawer / Elution Slot / Configure Racks” (Gaveta de
elucion / Ranura de Elucion / Configurar Racks) (ver figura siguiente).

Modify the confng\‘nge rack 2

e m Configure View ‘ Rack Files ‘
Available rack types:
3 ‘ Rack ID
Deep
2 > Well
D 1
Type s Micro
Batch Plate Cancel
PCR
3 > plate
1D
Type Tube
Batch [ ? 1.5ml 2 7]
Help
Tube
A > 2.0ml
1D
Type
S o000
atc QIAGEN

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestidn de Calidad




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 19 PAGINA: 133 de 187

GESTION DE CASOS E INTERPRETACION DE P-DCF-ECT-BQM-52
RESULTADOS, UNIDAD DE GENETICA FORENSE,
SECCION DE BIOQUIMICA

Nota: Tome en cuenta la posicién 1 (“Slots 1”) con la figura de un copo de nieve es la ranura
refrigerada y que no se utiliza de rutina)

Nota: Verifique que los racks utilizados en la corrida anterior hallan sido eliminados, de lo
contrario se podria generar un error en la elucion de las muestras que podria ocasionar
perdidas de las mismas.

» Configure los racks de eluido:

° Seleccione la posicidon del rack que quiera configurar, en el caso de la imagen de
arriba, la posicidén 2 tiene un rack para configurar.

o Seleccione la posiciéon 2 (marcada con un 1 en la figura). En la‘lista blanca
desplegable de la derecha (“Available rack types” o tiposide racks disponibles),
seleccione “Tube 1.5 m/” (marcado con un 2 en la figufra), Ya que estamos utilizando
tubos eppendorf de 1.5 mL. Se desplegara la siguientelista:

Seleccione la opcién que sedndica: “EP#0030108.051, T1 Snap Cap”
y seguidamente selecciopg&, la‘epcion en la barra de la izquierda de la
pantalla “Rack ID” (verfigura superior, en donde estd marcado con
un 3).

En la pantalla qu€ se-despliega ingrese una identificacién para el rack
en cuestidn, 'seguidamente presione “OK". Esto lo devuelve a la

pantalla”de la figura de arriba. Si ha colocado mas de un rack
proceda a configurarlos de la misma manera que se explica
anteriormente.

° Una vez gue ha identificado a todos los racks se procede a presionar la opcion “Next”
de la pantalla de la figura de arriba. Esta opcion estara desactivada hasta que no se
configuren los racks:

Type
Batch

1] ‘ L (= S

Canceld

*imarn Neat
1]

Type

3 ‘ (joaan 1 AN

REFITRASS 306 |

o El QIAsymphony realiza un escaneo de inventario de la gaveta "Eluate". El brazo
robotico se mueve hacia la gaveta de "Elucion" para comprobar que ranuras de
elucién contienen una gradilla de elucién.
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o El QIAsymphony SP comprobara las 4 ranuras de elucion para asegurarse de que las
ranuras de elucidén seleccionadas contengan un adaptador de refrigeracidon o un rack
de elucion. Si se detecta una discrepancia, se mostrara un mensaje en la pantalla
tactil. En ese caso, abra la gaveta "Eluate" y coloque la (s) gradilla (s) de elucidn en

las posiciones correctas.

o Verifique que los racks utilizados en la corrida anterior hallan sido eliminados, de lo
contrario se podria generar un error en la elucién de las muestras que podria

ocasionar perdidas de las mismas.

 Llenado de |la gaveta de Reactivos y consumibles “Reagents and

Consumables”.
o Abra la gaveta y coloque los diversos materiales.

Nota: no realice un relleno manual de estos consumibles dado que’se puede generar un
problema de agarre/acople por parte del equipo que podria afectar el proceso de extraccién.

Nota: Si la gaveta "Reactivos y consumibles" ya se ha cargado y si se ha realizado con éxito un
escaneo de inventario, presione “ok” o "Next” siguiente\para proceder directamente a cargar la

gaveta de "Muestra".

o Los materiales que se deben cargar’son:

Bottle 1D I

Accﬁsor-y t.rau;h on slot TI;:rack-S ( ’ - no
Buffer bottle containing QSX1 4 no
A\ 4
Piercing lid Open enzyme tubes Reagent cartridges

Enzyme rack

Open
magnetic-
‘ ——particle
trough
Reagent cartridge Accessory troughs

in holder

1-Reactivos: Cartucho de reactivos QIAsymphon rack de enzima

Buffer bottle

Back I
l Cancel l
‘ MNext l

| Help l

S

Cada caja contiene 2 cartuchos de reactivos nuevos (kits). Si se abre un kit nuevo, prepare de
la siguiente manera: Disuelva el carrier RNA en 1,6mL de buffer ATE, transfiera 400uL a cada

tubo de las posiciones 1 y 2 del rack de enzimas y agregue 1,2mL de buffer ATE a cada tubo).
Al kit nuevo coloque la tapa perforante. Cada kit alcanza aproximadamente para 96 muestras.

Nota: Guarde el carrier RNA (en refrigeracién) con los 800 uL restantes para agregarlo al

segundo Cartucho de reactivos QIAsymphony cuando se vaya a utilizar.

Cada cartucho estd compuesto por (ver imagen superior):
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1- Tapa perforante (“piercing lid")
2- Tubos de enzimas abiertos (“open enzyme tubes”)
3- Rack de enzimas (“enzyme rack”)

4- Contenedor de particulas magnéticas abierto (“open magnetic particle trough”)

Nota: asegurese que las particulas magnéticas estén totalmente resuspendidas)

5- Contenedor del cartucho de reactivos (“reagent cartridge in holden®)

2-Consumibles:
1- Cartucho de reactivos QIAsymphony

2- Botella de liquido de Elucion TopElute (TOPE)

3- Cartuchos de preparacion de muestras (“sample prep cartridges”), cubiertas de 8
varillas ("Rod covers”) (ambas precargadas ‘en cajas unitarias)

4- Puntas desechables (puntas de 200 plen‘gradillas azules, puntas de 1500 ul en gradillas
grises)

« Armado del cartucho de reactivos QIAsymphony

1. Coloque el soporte del cartucho de reactivo sobre una superficie firme.
2. Retire el cartucho de reactivo del kit QIAsymphony.
3. Coloque el cartucho de reactivo en el soporte del cartucho de reactivo.

4. Retire el sello de aluminio de la cubeta de particulas magnéticas y reemplacelo con la
cubierta de la cubeta (las particulas deben estar previamente resuspendidas).
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5. Coloque la gradilla de enzimas (PREVIAMENTE PREPARADA SEGUN INSTRUCCIONES DEL
FABRICANTE) en su ranura en el soporte del cartucho de reactivo. Retire las tapas de los tubos
y coldquelas en la ranura correspondiente para evitar que.sé mezclen.

6. Tome una tapa perforadora y saquela de su empaque.

7. Coloque la tapa encima del cartucho de reactivo*de modo que el lado con la abertura encaje
contra el canal de particulas magnéticas. Los recortes en la tapa perforadora encajan alrededor
de los tubos de la gradilla de enzimas cuando el cartucho de reactivo es perforado por el
QIAsymphony SP.

8. Empuje suavemente la tapa perferadora hacia abajo hasta que encaje en su lugar.

Nota: Evite agitar el cartucho'de*reactivo, ya que esto puede hacer que los tampones formen
espuma, lo que resultara_en errores de deteccién del nivel de liquido.

Nota: No rellene los cartuchos de reactivo parcialmente usados ni cambie el cartucho de
reactivo de un lote/€n ejecucion, ya que esto puede provocar errores de rendimiento o de
pipeteo.

Nota: No mezcle gradillas de enzimas, tampones o cubetas de particulas magnéticas de
diferentes cartuchos de reactivos y / o diferentes nimeros de lote.

» Carga del cartucho de reactivos

1. Agite en el vértex la cubeta de particulas magnéticas (segun consta en el manual del kit) y
vuelva a colocar el cartucho de reactivo.

Nota: Aseglrese de que la cubeta de particulas magnéticas esté sellada o cerrada con una tira
de sellado de reutilizaciéon antes de agitar con voértex.

2. Compruebe que los tampones no contengan precipitados. Si hay precipitados, consulte el
manual del kit que esta utilizando para obtener mas informacion.
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3. Abra la gaveta "Reactivos y consumibles".

4. Tome el cartucho de reactivo ensamblado con el canal de particulas magnéticas orientado
hacia la izquierda y sosténgalo con ambas manos.

6. Deslice el cartucho de reactivo a lo largo del riel deslizante en una de las ranuras del
cartucho de reactivo.

7. El cartucho de reactivo se mantendra en su, ltigar automaticamente mediante un pestillo en

la placa de metal en la parte posterior de lawranura. El cartucho de reactivo se detectara
automaticamente durante el escaneo(de inventario.

» Carga de la botella Buffer TOPE

La botella de Buffer TOPE estéd a temperatura ambiente en la gaveta debajo del equipo. Para
cargar el QIAsymphony Cen' la botella de tampdn (con la gaveta "Reactivos y consumibles"

abierta):

1. Presione en la
pantalla “Bottle ID” o
ID de botella
(sefalado con un 3 en
la imagen)

£-Rad covers
sample prep cartridges
Tip Information

Tips 1500 pl

Teclado.

3. Escanee el cédigo
de barras de la botella
~utilizando el escaner

~ de cddigo de barras
¥ portatil.
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Alternativamente, escriba el cédigo de barras usando la pantalla del teclado. El cédigo de
barras permite al QIAsymphony SP identificar el bufer.

4. Retire el tapdn de rosca de la botella de tampon.
5. Coloque la botella en la ranura justo enfrente de las ranuras 1 y 2 de la gradilla de puntas en

la gaveta “Reactivos y consumibles”. La botella de tampén y el volumen de tampdn se
detectaran automaticamente durante la exploracién del inventario:

consumibles necesarios y luego proceda de la siguiente manera:

1. Coloque las cajas unitarias para las cubiertas de 8-Rod Covers y los cartuchos Sample prep
en las ranuras de las cajas unitarias.

2. Llene las ranuras de la gradilla de“puntas con gradillas de 200 pl y puntas con filtro de 1500
Ml

« Cierre la gaveta "Reactivos y consumibles".

Se iniciard una expleracion del inventario de la gaveta "Reactivos y consumibles”.

Se despliega una pantalla que dice "Do you want to start the inventory scan on the “Reagents
and Consumables drawer”?”. Marque “YES” en las siguientes casillas que aparecen en la
pantalla.

A saber: Racks de puntas ("Tip Racks”), Cajas Unitarias (*Unit Boxes”), Reactivos ("Reagents”)
y Botella de Buffer (“"Buffer Bottle”). Una vez marcados, presione “Scan”. Le toma unos minutos
al equipo realizar el escaneo de todos los reactivos y consumibles.
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Una vez que se ha realizado el escaneado, se vuelvgﬁtI pantalla de consumibles (ver imagen
t

en “carga de la botella de Buffer TOPE"). En esta
de cuantas muestras puede procesar el

siguiente pantalla:

marcada con 1 “Sample Calc” parta realizar un

Presione la opcion “Investigator” y luego la opcién del protocolo utilizado (en este caso “"CW
200 ADV HE V10”) (ver protocolos disponibles en Anexos del PON de Gestion de Casos). Esto
realiza el calculo de muestras y se despliega una pantalla resumen:
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Consumables | Cartridges / Filter-Tips

Selected Application/ACS

Estimated Samples
S CW 200 ADV HE V10

£ 31136 Hinas
64

Estimated Samples

95
200

| BuflerBonle1TOPE)
| Reagentbox-2

cw
200 H20 HE V9

 Carga de la gaveta de Muestras *Samples”.

Abra la gaveta de “Samples” y proceda a introducir los diversos acarreadores lineales de tubos

que vaya a utilizar:

Al abrir la gaveta, se iluminan en VERDE los carriles disponibles en los cuales se pueden

introducir los acarreadores lineales de tubos.
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Cada ranura estd marcada con una linea de parada (ver linea negra marcada en la segunda
imagen de arriba). El estado de cada ranura se muestra mediante luces LED ubicados detras de
la linea de parada. Los LED pueden estar iluminados en verde, naranja o rojo.

-VERDE: la ranura esta libre y lista para cargar.
-NARANJA: el acarreador lineal esta cargado.
-ROJO: la ranura esta bloqueada actualmente o hubo un error al cargar el acarreador lineal.

Procedimiento:

1- Coloque los tubos de 2.0mL con tapa de rosca en el acarreador lineal de tubos apropiado y
aseglrese de que todos los cddigos de barras estén orientados hacia la.izquierda para que
puedan ser leidos por el lector de cddigos de barras. Cada acarredor lineal*tiene espacio para
24 tubos de 2,0 mL, rotulados del 1 al 24. Estas muestras se colocan enforma de espejo con
los racks de eluidos (previamente colocados).

Nota: Para asegurar una deteccion correcta del nivel de liquido, empuje los tubos hacia abajo
hasta el fondo del portatubos o inserto.

Nota: Los tubos se colocan SIN LA TAPA en el acarreador.
2- Deslice suavemente el portatubos en una ranura=libre: LED VERDE.

3- Deslice el portatubos hasta la linea de parada“y espere hasta que el lector de cédigos de
barras se haya movido hacia adelante (versegunda imagen de arriba).

4- Tan pronto como el lector de codiges de barras esté en posicidn, la ranura se desbloqueara y
el LED VERDE comenzara a parpadeas, Deslice el portador en el QIAsymphony SIN DETENERSE
Y HASTA EL FONDO. El lector de codigos de barras lee los cédigos de barras en el soporte,
insertos y tubos correspondientes» Cuando se carga correctamente, el LED cambia de VERDE a
NARANJA.

Nota: aseglrese de deslizar el portador suavemente en la ranura; de lo contrario, podria
producirse un error.

5- Repita con los demas portatubos. Cierre la compuerta de la gaveta “Samples”.

« Configuracion de las acciones a realizar con los tubos de muestra.

Una vez que se cierra la compuerta de la gaveta “Samples” se desplegara la pantalla
“Overview”.

Esta pantalla tendrd en celeste los sitios en los cuales se hayan introducido acarreadores de
tubos de muestra anteriormente. Se debe de configurar la acciéon a llevar a cabo con esos
tubos, asi como el volumen de eluido que se desea obtener al final del proceso.

Se procedera como si se fuera a realizar una extraccion de ADN de sangre o saliva.

Seleccione “SP Batch”, esto despliega la pantalla “Edit sample ID” o editar la identificacion de
las muestras.
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En esta pantalla seleccione “Select All” (esquina superior derrecha) y después “Generate ID"

Py

Overview

A\ sample Preparation | Toals

Overview

Batch 1D Protocol Destination Time:
A\ sample View
2000009
Fast Setup

READY TO LOAD Wizard

READY T0 LOAD

READY 0 LOAD

- s O
O\/

Esto genera un aviso de que se le asignara una idegﬁgién automatica a los tubos en
cuestion. Se selecciona “OK”

By pressing “Generate ID", the sele

Following sample tubes ar,

Note: QlAsympho
Ny oot ab|
cod: etod
es could not bq-:;n i Thernfon.ls:lllnsgalllmlmu:.::: i d’"’ﬂ bar coded samples o
omatic 1D, codes which are no samples wher
tsuct!ssful]y re. e the bar
ad will be

matic 10" g [0K] or Cancel the ID &eneration [Cancel)

Cancal

Nos devolveremos a la pantalla “Edit Sample ID".
Ahora a las muestras les aparecera un simbolo de mano en cada uno de los espacios que
indican que tienen muestra:

4 Manual IW

I] BO#35205... P 17x100

En esta misma pantalla, seleccionamos nuevamente “Select All" y posteriormente “Next” en esa

misma columna de opciones.
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Esto nos lleva a la pantalla de “Assign assay control sets to samples and/or check automatic
work list assignments”, entiéndase Asignar conjuntos de control de ensayo a muestrasy / o
verificar asignaciones automaticas de listas de trabajo. Seleccione “Select All” y luego en
“Applications/ACS" seleccione “Investigator” y luego seleccione el protocolo que corresponda,

en este caso “CW 200 ADV HE V10".

Assign assay centrel sets to samples andfor check automatic work list assignments

1 2000 » 2008

GBI E LS T VOE B 0N L 200 V02

2 308 10 205 3017
B ORENINRL 4 20 V02 B 0078 3000

& oar W mn "

I- OBSI1E B4 P60 W02

4 2001
B 0BS0VHRL.4 00 va2

BN 0EG31E BL.J 100 V2

& 2004
B OBENI B LS 2o w02

|

I
|
I 013

|

|

nnnnn

Una vez seleccionado esto, se activa el boton de “Next” en la columna de opciones de la
derecha. Se selecciona “Next” y esto lleva a la pantalla de “Select elution slot and volume” o de
seleccionar la posicidén a eluir y el volumen. Esta es la pantalla que va a ligar a los acarreadores
lineales de muestra con el rack de eluidos en el cudl debe de depositar la muestra extraida.
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Felect elution slot and volume

! =S
1D Racki
Type GUAS19585 5. BackeE

. -
e

{14} m

e —
i Zancel
Batch | ancel
e —.. (1] R
3 ]

Sample Preparation | Bution Yot & Volume

Salact slution glot and voluma

Daa ‘ e Vniseme e Bt
|

1 &4
1 Rkl b
Type QUARIOSES *SBockih L
Batch (130

Baath #usan mate
2 na |
1o | S
Typ' Cancel ‘
Batch

3

1
- Q

En primera instancia escogemos el @DE ELUIDOS que vamos a enlazar con el acarreador
lineal de tubos que estamos prog 0. Para hacer esto, seleccionamos de la columna de la
izquierda el rack de eluidos previamente cargado e identificado, luego seleccionamos el
volumen de eluido deseado y mente apretamos la opcion “"Queue” que pone en “cola” al
acarreador de muestras %\ listo para comenzar el proceso de extraccién. Se deben de

seguir los mismos pasos s demas acarreadores.

que la posicion de'eluido seleccionada no permite enfriamiento y en segunda instancia una
advertencia sobre utilizar tubos tipo eppendorf para los eluidos. A ambos mensajes se les
selecciona “Yes”. El equipo se devuelve a la pantalla “"Overview”".

Apareceran a contiq21 un par de mensajes del equipo que indican, en primera instancia,

elune yio [ﬁllu TJ
. coaling s elther switched off oy 0T Supported I e
—_— & - P of he campiniyy T 31 RO recommended by GIAGEN and will resutc in
. ; M.u.h ‘ 5 have to be validated by the user,
T 48" 40 o1 “usar definea
. {abware is used the QAGEN werkflow is ne longer retained)
“UNCIRR if thy g)ypgg ;
-Imhn e luates are not cqpieq during the ryn Sther labware typegs)
Boling for p, [E=S
: 87 "No® 12 selncy
| : o For more intarmation press
: e
Halp
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Nota: Verifique que los racks utilizados en la corrida anterior hallan sido eliminados, de lo
contrario se podria generar un error en la elucion de las muestras que podria ocasionar
perdidas de las mismas.

« Empezar la corrida.

Tan pronto como un lote se pone en cola, aparece el botén “Run” Ejecutar.
Cuando haya terminado de definir las muestras que desea procesar, presione el botén “Run
Ejecutar, el software validara los lotes.

5P Batch 2 QUEUED 2000006 RNA_CT_400_V1 slot 1 Wizard
SP Batch 3 QUEUED 2000007 BS_Virus_1000 Slat 1

‘ Run ’
SPBatch 4 | QuELED 2000008 BS Virus_1000 slat 1

:
20000
< QIAGEN

» Al finalizar el procedimiento.

"

El flujo de trabajo recomendado es el siguiente:

1. Descargue los racks de elucion.

Nota: Si los eluidos en un lote completo o detenido se han transferido a una gradilla de elucién
que es solo para eluidos de este,lote, la gradilla de elucién puede retirarse cuando finalice el
procesamiento por lotes.

2. Descargue los acarreadores lineales que contienen las muestras procesadas.

3. Retire el cartucho de reactivo (si no es necesario para el siguiente lote de muestra). Selle el
cartucho de reactivo=€on los reselladores plasticos y guardelos de acuerdo con las instrucciones
del manual del kit.

Extraccion manual de un rack de elucion

1. Abra la gaveta "Eluate". Aparece la pantalla Gaveta de elucion / Ranura de elucidn.
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Eluate Drawer | Dution Slot | Change Racks

Select slot to add or remave elution rack

dam

: -
liiil o Rack’

Type QIAPT9585 *5-Block96
€ | gatch (1)5

i

il

Type | 1

Batch |
: “
o

Type

Batch

4
1w

Type M.
ases
Cal

2. Seleccione la ranura de elucion de la que debe extraerse la gradilla de elucion. Aparece la
pantalla Gaveta de elucidon / Ranura de elucion / Cambiar‘gradilla X.

Eluate Drawer | Elution Slot | Change Rack 1

Madify the configuration or change rack 1 < "
o vi

1 B e
Type QIA#19585 *S-Block9b

& | Batch (115

3. Presione el boton “Remove” Quitar en la pestafia Configurar para quitar el rack de elucién
del inventario. Este paso es fundamental para evitar problemas en eluciones de futuras

corridas a realizar en el equipo.

@ Do you want to remove the rack from slot 1?2

4. Presione Si para continuar.
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Se muestra la pantalla Gaveta de elucién / Ranura de elucién / Cambiar gradilla X. Se elimina
el rack de muestras de la ranura ("Slot”) seleccionada.

Canfigure
e e view

:
-

Type

Batch (1 5

&
| o
! Type
| Batch

i’ 3
|
| Type
i
[«
| o
! Type
| Batch

Available rack types:

5. Retire fisicamente el rack de elucidon de la ranura de elucidn.

6. Para descargar racks de elucién adicionales, repita‘el proceso.

7. Cuando se hayan descargado todos los racks=de,elucion, cierre la gaveta "Eluate". Aparece la

pantalla Gaveta de elucidn / Ranura de elucion / Configurar gradilla X.

8. Presione el botdn “Ok”". El QIAsymphony*realiza un escaneo de inventario de la gaveta
"Eluate". A continuacidn, se muestra (a pantalla de muestras “Samples” Preparacion de la

muestra / Descripcion general.

» Descarga de la gaveta."Reactivos y consumibles".

Abra la gaveta correspondiénte y a continuacion:

1. Retire el cartuch®’de=reactivo y selle los canales con las tiras de sellado de reutilizacién.
Guarde el cartuchonde reactivo de acuerdo con las instrucciones del manual del kit.

2. Retire la botella de Buffer TOPE y vuelva a colocar la tapa.

3. Retire las rejillas de puntas, si es necesario.

» Descarga de muestras

Si la ranura del acarreador lineal de tubos no esta bloqueada (el LED no se ilumina en rojo), el
portatubos puede simplemente retirarse de la ranura. Abra la compuerta y retire los

portatubos.

En la pantalla del equipo “Sample preparation”, se deben de remover los acarreadores al igual

que se hizo con los eluidos. Para esto:
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1. Presione el botén "S" en la barra de estado en la parte inferior de la pantalla tactil. Aparece
la pantalla Preparacion de muestras / Definir tipo de gradilla de muestras.

Sample Preparation | Define Sample Rack Type

. Canfigure View Rack Rack Files
1 il
o Available rack types:

Type QIA#19585 S-Block96 Rack 1D
Batch

1234567890-2
Type QIA#19585 S-Blockas Miero
Batch Plate
3 > Tube ‘ o

Define sample rack types in sample slots
1D 1234567890-1
Deep
= c i
>
1.5ml
1234567890-3

Cance¥

Type QIA#19583 DeepWellBlock24
Batch ? zomi

Tube

i [

Help

4

ID

Type

Batch / ! al.ﬂz;za

P A VY o d

2. Seleccione la ranura de muestra del acarreador que se va a quitar.

3. Presione el botdon “Remove” Quitar.

4. La gradilla de muestras se retiradel inventario. Retire la gradilla de muestras del cajén
"Sample" Muestra. A continuaciongseé\puede colocar una nueva rejilla en la ranura.

5. Para retirar mas gradillas, de muestras, repita los pasos 2-3.
6. Pulse “Ok” para volver\a’la pantalla Preparacién de muestras / Overview.
Nota: Si las gradillas de-muestras estan etiquetadas con cédigo de barras, el QIAsymphony SP

detecta automaticamente si la gradilla de muestras esta disponible. Todos los lotes asociados
se eliminaran si la gradilla de muestras ya no esta disponible.
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ANEXO 5

MANTENIMIENTO DEL EQUIPO QIASYMPHONY

¢ Acciones de final del dia.

Después de realizar la Ultima corrida del dia, realice el procedimiento de mantenimiento diario,
gue se describe a continuacion.

Bolsa de eliminacién de puntas: elimine los residuos de puntas de la bolsa
Nota: el cubo de basura debe vaciarse antes de comenzar la siguiente ejecucion para evitar la
contaminacion dentro del gabinete.

Protectores de puntas del sistema de pipeteado (“Tip Guards”

1. Abra la pantalla “Tools” "Herramientas" y presione "Mant€nimiento SP".

Sample Preparation Tools

Select one of the listed menus

2. Mueva el brazo robotico a la posicion de limpieza presionando “Protectores de punta”.
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\V

3. Quite los 4 protectores de la boquilla empujando cada protect% la boquilla hacia arriba

hasta que haga clic y se pueda quitar. ;\/

4. Remojar en un desinfectante a base de glioxal y sal amonio cuaternario, utilice el cepillo
para realizar una limpieza de toda la pieza. Se pued zar DNA Away como paso extra para

la limpieza.
5. Enjuague con agua y seque con toallas de @

Conducto de eliminacién de puntas ( )
@ﬂas de la gaveta de desechos “Waste".

1. Quite el conducto de eliminacion.d
Nota: El liquido residual del condﬁde eliminacién de puntas puede gotear.

2. Remoje en un desinfe@QEAlconox). Se puede utilizar DNA Away como paso extra para la
limpieza.

3. Enjuague con a Qque con toallas de papel.

Nota: De igual forma se debe revisar y de ser necesario limpiar la parte superior del
contenedor de descarte de puntas. Podria haber una obstrucciéon del mismo por puntas
desechadas

Contenedor de residuos liguidos

1. Saque el contenedor de residuos liquidos de la gaveta "Waste".

2. Vacie el contenedor de residuos liquidos. Deseche los desechos liquidos de acuerdo con los
protocolos del laboratorio.

3. Limpie el contenedor de residuos liquidos con un desinfectante (Alconox) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se puede utilizar DNA Away como paso extra para la limpieza.
4. Enjuague el contenedor de desechos liquidos con agua desionizada.
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5. Vuelva a colocar el contenedor de residuos liquidos en la gaveta "Waste".

Descontaminacion UV de la mesa de trabajo.

La descontaminacion UV ayuda a reducir la posible contaminacion por patégenos de las mesas
de trabajo QIAsymphony SP y principalmente por algun tipo de ADN residual.

1. Retire los objetos extraibles (tubos de muestras, reactivos). Deje la botella de desechos
liquidos de los cajones.

2. Ingrese a la pantalla "Maintenance” Mantenimiento. Presione "Tools".Herramientas, luego
presione "Maintenance SP” Mantenimiento SP" en la pantalla "Tools” Herramientas.

3. Para iniciar el procedimiento de limpieza UV, presione el botongStart UV Light” Iniciar luz UV.

Tools | Mainienance SP

Select maintenance procedure by pressing the appropriate button n-v Tools

Robatic arm right

Move Robotic anm left ‘

Piercing device 1 down

. Magnetic head Open mag)
Maintenance quards ‘ ‘ head gu Es
Unlack Sample carrier A Drawers

Ingrese la duracion de la descontamifnacion en minutos. La configuracion predeterminada es de
15 minutos

5. Aparece un mensaje pidiéndole que compruebe si se han retirado todos los articulos de
plastico y consumibles/de la mesa de trabajo. Confirme que todos los objetos extraibles se han
eliminado de la mesa'de trabajo presionando "Aceptar". Presione "OK" para iniciar el
procedimiento de irradiacion UV. Entonces se enciende la ldmpara UV y el brazo robdtico se
mueve sobre la superficie de la mesa de trabajo durante el tiempo de irradiacion establecido.

Nota: Para detener el procedimiento de irradiaciéon UV antes de que haya transcurrido
el periodo de tiempo definido, presione “Cancelar”. El procedimiento se detendra tan
pronto como el brazo robotico complete el movimiento actual.
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ANEXO 6

Diagrama de Procesamiento de muestras en equipo QIAsymphony

Canucho | ——— | Estacion de Purificacion |

| Cartucho I - | Estadgon de Ligs |— Thiocianato Guanidina (QSL3) + Etanol (QSW2} + P. magnéticas + Enzimas + Muestra | > lm ﬁl

= ; T ————— =
Estacion de Purificacion | . nes = S 7
Agitacion Mecanica I ADN + P. magneticas I I Desechos I

Canucho - | Thiccianato Guanidina y Etanad (QSW1) > | Estacion de Purificacion |

R = > rADN+P. magneticas II Desechos [

Carucho || — | Etanol (QSW2) ‘ — | Estacion de Purificacién I
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ANEXO 7

Pesos moleculares de alelos de D18S51 en GF, GFE, Fusion

GlobalFiler®
Cantidad de Pares Desviacio N Asignaci PHR %
de n ST on
repeticiones bases alélica en (proTedi
o
(pror;1edi DYS391
o
28 346,58 NA 1 28 55,21
(D18S51)

29 350,74 0,04 6 OMR 78,97
30 354,79 0,04 2 OMR 63,98
31 358,86 0,05 4 NA 70,41
32 362,92 0,05 4 oL 76,41
33 366,94 0,03 5 oL 70,3
34 370,97 0,06 3 oL 61,57
35 374,98 0,03 4 oL 73,58
36 379,02 o 5 oL 58,17
37 383,06 0,04 4 oL 48,44
38 387,13 0,03 4 oL 55,57
39 391,16 0,03 4 oL 54,16

OL: off ladder, NA: no aplica, OMR: outside marker range, PHR %: peak height ratio, porcentaje balance
de heterocigotas

GlobalFiler® Express

Cantidad de Pares’de Desviacion N Asignacion PHR %
repeticion bases alélica en (promedio)
es
(promedio) DYS391

28 346,34 NA 1 28 (D18S51) 51,5
29 350,48 0,05 6 NA 61,97
30 354,6 0,03 2 NA 69,96
31 358,68 0,04 4 NA 56,85
32 362,69 0,01 4 OL 56,62
33 366,77 0,03 5 oL 46,44
34 370,81 0,03 3 oL 47,71
35 374,85 0,05 4 oL 44,47
36 378,84 0,01 5 oL 41,06
37 382,9 0,07 4 oL 28,82
38 386,98 0,03 4 oL 36,42
39 391,05 0,06 4 oL 38,58

OL: off ladder, NA: no aplica, OMR: outside marker range, PHR %: peak height ratio, porcentaje balance
de heterocigotas
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PowerPlex® Fusion 5C

Cantidad de Pares de Desviacion
ST
repeticion bases
es
(promedio)

28 214,75 NA
29 218,82 0,03
30 222,84 0,07
31 226,98 0,05
32 231,15 0,01
33 235,26 0,07
34 239,37 0,03
35 243,53 0,06
36 247,92 0,32
37 251,99 0,28
38 255,98 0,03
39 260,28 0,21
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N Asignacion PHR %
alélica en (promedio)
D2S1338
1 NA 90,74
6 oL 84,45
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4 OL 80,61
4 oL 49
5 OL 70,51
3 oL 75,41
4 oL 67,69
5 17 69,9
4 18 55,85
4 oL 61,55
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ANEXO 8
Guia de uso de LRMIX STUDIO 2.1.1

MANUAL DE USUARIO

Realizado por: Manuel Gonzalez Cordero
Revisado por: Magaly Segura Castillo, Diego Navarro Arias
Julio-Agosto, 2022

1. ¢éQUE ES LRMIX STUDIO?

LRmix Studio es un sistema experto gratuito y de cddigo abierto (licenciagGPLv 3) dedicado a la
interpretacion de perfiles forenses de ADN, con un enfoque particular eén'mezclas complejas de
ADN. LRmix Studio permite medir el valor probatorio de cualquier-petfil de ADN forense
(basado en STR autosémico).

LRmix Studio esta programado segun el modelo de razén de=verosimilitud (LR) descrito en
Haned et al (FSIG 2012) y Gill & Haned (FSIG 2013). Estelmodelo se adapta explicitamente a
la incertidumbre en los perfiles de ADN de los fendmenos/dé Drop In y Drop Out alélico. El
programa estima estas cantidades a partir de los datOs disponibles y utiliza esas estimaciones
para generar indices de probabilidad.

2. CARACTERISTICAS
La version 2.1.1 de LRmix Studio tiene™as siguientes capacidades:

e LRmix Studio se puede utilizar paraicalcular las Razones de Verosimilitud de los perfiles de
ADN caracterizados con kits de STRvautosémicos.

e LRmix Studio se probé y validé*minuciosamente para propuestas que involucraban como
maximo CUATRO contribuyentes desconocidos y hasta un total de cinco contribuyentes.

¢ Se supone que los contribuyentes hipotéticos bajo la hipdtesis de la fiscalia y la defensa no
estan relacionados entre si, sin embargo, pueden estar relacionados con un contribuyente
desconocido bajo la hipétesis de la defensa,

e LRmix Studio se puede utilizar para comparar cualquier nimero de réplicas obtenidas de una
muestra de ADN especifica con cualquier nimero de perfiles de referencia. Sin embargo, el
software se ha probado y validado exhaustivamente para un maximo de tres perfiles de
referencia y hasta cinco réplicas.

e LRmix Studio implementa el modelo descrito en Haned et al (FSIG 2012). El uso éptimo del
software requiere la lectura de la literatura relevante y el tutorial y los materiales de
capacitacion provistos. Los escenarios poco comunes y/o no probados pueden dar lugar a
resultados poco fiables.

La version actual de LRmix Studio NO puede:

e LRmix Studio no se puede utilizar para analizar perfiles de muestra donde faltan datos en los
perfiles de referencia,

e LRmix Studio no se puede utilizar para deconvolucionar mezclas ya que no incorpora
informacién de altura de pico explicitamente.

e No trabaja con alturas de picos (RFUs)
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3. GUIA DE USO
3.1. Importar perfiles de muestra

El primer paso para usar el software consiste en cargar los perfiles de muestra. LRmix Studio
puede leer archivos en formatos LRmix y Genemapper® IDX (con o sin alturas de pico),
entiéndase acepta archivos tipo .csv y .txt.

El software puede acomodar cualquier marcador, siempre que se use el mismo nombre en
todos los archivos, aunque el software no distingue entre mayusculas y.minusculas, es sensible
a los espacios dentro de los nombres de los fabricantes: si, por ejemplo;.s€ usa “Penta D” en el
archivo de la muestra dubitada, y “PentaD” se usa en el archivo dedreferencia (indubitada),
estos se consideraran como marcadores diferentes, sin embargogpentad, PenTaD y PENTAD se
consideran el mismo marcador.

Preparacion de archivos

Trabajar idealmente sobre una plantilla Excel. Es IMPORTANTE:

-Encabezar columnas como “SampleName” / “Marker”¥. "Allelel”...

-Que las microvariables tengan la indicaciéon de pb“mediante un punto “.”
- Que todas las filas contengan el mismo nombreyde muestra:

(o

SampleName Iélm-[ﬂ;:eE Allele3 | Alleled | Allele5 | Allele6

L

2 |SampleT  DTOSTZAT 13 14 15

3 |Sample1 VWA { 14) 16 17 18

4 [Sample1 D16S539 \ & 9 11 12 13
5_|Sample1 D251 3T =D16 17 18 19 24

6 |Sample1 AMEL N\ X ¥

7 |Sample1l = DES$ZS 10 1 13 14 16

8 |Samplel _NDA(S11 29 30 31.2 32.2

9 |Samplel/” ) D4BS51 13 14 15 16 17
10 |Samplel N¢ D225104¢ 11 14 15 16

11 |Sample1y ¥ D19S433 12 13 13.2 15.2

12 | Samplel, THO1 6 7 8 9 9.3

13 (Samgle* FGA 19 20 21 24 25

14 [Sagplei D2S441 10 1 14

15 |Sample1 D351358| 14 15 16 17 18- 20
16 |Sample1 D151656 13 14 15 16 (173 )
17 |Sample1 D12S391 17 18 19 22 _

IMPORTANTE:

“n

Microvariables con “.

Las muestras de referencia (sospechoso/s y victima/s) pueden incluirse en la misma hoja Excel.
Distintas réplicas de la misma muestra también pueden cargarse en la misma hoja Excel:
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- A B [

6 | H |

1 |SampleName Marker
2 |Sample Rep 1 D105124¢
3 |Sample Rep 1 VWA
4 |Sample Rep 1 D165533
5 |Sample Rep 1 D251333
& |Sample Rep 1 AMEL
7 |Sample Rep 1 D8S117D
=3 8 |Sample Rep 1 D21511
Rep 1 8 |Sample Rep 1 D18551
10 |Sample Rep 1 DZ251041
11 |Sample Rep 1 D195433
12 [Sample Rep 1 THO1
13 [Sample Rep 1 FGA
14 [Sample Rep 1 D28441
15 [Sample Rep 1 D351358
16 [Sample Rep 1 D1S1858
17 |Sample Rep 1 D125331
18 [Sample Rep 2 D10517244
19 |Sample Rep 2 WVA
20 |Sample Rep 2 D165533
21 [Sample Rep 2 D251338
22 |Sample Rep 2 AMEL
23 [Sample Rep 2 DBS1170
Rep 2 24 |Sample Rep 2 D21511
— 25 |Sample Rep 2 D18S51
26 |Sample Rep 2 DZ2251041
27 |Sample Rep 2 D195433

;
|

\

c [ D E F
Allele? | Alele? | Allele3d  Alleled
12 13 14 15
14 16 17 18
8 9 11 12
16 17 18 19

X X

10 1 13 14
29 30 31.2 3232
13 14 15 18
n 14 15 16
12 13 13.2 15.2
6 T B 8

19 20 21 24
10 1" 14

14 15 16 17
13 14 15 18
17 18

12 13

14 16

8 9 11

16 17 1 4
%A \/

10 1"

Alleles AllelaB

13

24

18

23
25

18 20

28 |Sample Rep 2 THO1 6 B 8

29 |Sample Rep 2 FGA 1 4] 21 24

30 [Sample Rep 2 D25441 ) " 14

31 |Sample Rep 2 D351358 @ 15 16 17 1B

= 32 |Sample Rep 2 D151§ 14 15 16

Una vez que los archivos con los perfi sten preparados, se deben guardar ya sea como
archivo .csv (valores separados po ) 0 como archivo .txt (texto delimitado por
tabulaciones). Cuando se guarda ivos en formato .txt, Excel suele hacer la advertencia de

gue el libro tiene caracteristicas que.no funcionan en el formato de archivo seleccionado. Se le

da continuar.

Q\
C)O
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Conversion de datos poblacionales

Al igual que sucede con las microvariantes, LAS FRECUENCIAS REQUIEREN que se use un

A\S /4

punto “.

para los decimales y no coma

A\ /4
a0

Guardar como “texto delimitado por tabulaciones (txt)”, siguiendo los pasos descritos
anteriormente. Se debe verificar el archivo txt generado.

Para esto, se abre el archivo .txt y se verifica que solo se hayan utilizado puntos y no

se determina que hay presencia de comas, se edita el archivo:

Archivo txt no valido - no lo podremos utilizar

‘ TextEdit Archivo m Formato  Visualizacion

comas. Si

Ventana Ayuda

_ . - ano . 1 £z | _1 TABLA FRECUENCIA CHILE TOSC
¢ CEFTFD DISE317 0165338 DIGSSl DISses3 0Z1sii DIS13o0 D3SLI%E D5seib DT0ED OBSLIT FGR  THEL  TROK WA Tlele CSFIP D135317 D16 (g L7 1350 DSSAI8 D7SA20 DBSI1L7E FGA TH
3 930832 0,80101 5 : B
HA P & 0.
7 000152 688164 @, 81116 @,24242 @, 20051 6.3 B.0DESL
8 0.8030¢ 009787 0,62138 8,80550 9,98012 @,80963 808572 ,47312 7 B.00152 " 0.20164 2.01116 0.
B.3 6,08051 :] B.003E4 A_ACTRT 0.2055E 2.0BE17 0.20053 LN
9 0,03093 0,15822 ©,14047 ©,04268 087252 @,08650 8,12525 0, 06741 8.3 B.00251
a3 22414 o R
18 0.28236 ,07585 9,18649 8,6PA11 §,04268 3,27485 4,557 8,01217 04209 1y B.03293 RSESNGY] estilo 043V £50%200.09725209. B0 L] e
18.1 a,80851 i Eli r g
102 0,001 19 0,28296 6.07585 8.1 .84260 8.27485 0.085578 0.
FOEN ERTEC 10.1 Completar Y .oeEs1
11 0.25363 0,21581 8,23657 8,61359 8,80355 8,80152 8,44625 8,33722 8,87606 31034 10.2
12 934432 022716 §,27840 11450 €, 05744 900152 €,26217 @,18509 @, 14351 2,10251 ,20101 10,347 Bl@ozda Seleccicnar tode BA
2.2 €, . 1 9.25063'8, 21581 8.3 9152 0.44525 2.33722 027686
3 foesene 0220w 023801 0 1178 €227 @, 80558 &,11207 @ 03296 @,32252 2, 20355 @, 20851 12 5 34832 0.22718 0.2 Insertar P B152 0 26217 0. 18509 014351
13.2 ©.04860 a2.2 Adjuntar archivos 0 3EA 5
b 0,00710 0,80381 §,02434 8,10878 8, 20615 887201 €,00718 8,80455 8,212 2 eoes1 e, 2700040 13 #slbeos 012931 0.1 O 5 Gy PS50 0.11207 ©.03296 0.32252
1.2 ©, 83401 15.1 Anadir enlace 1k
15 ©,08051 0,08355 0,08203 @,13438 ©,13920 ©,a0851 @, 37475 a,¢0101 @,13387 o,08078) (1373
15.2 4,80051 8, 06807 < 8.00710 @.023E1 0. » Buscar HF
15 8,12770 8,83308 8,01078 ,27780 8,02002{3, a0as1 g Qo . . — - : o
16.2 PRI ' rtografia y gramética uscar y remplazar...

17 8,11450 B, aR3A4 ©,24138 @,13488 a,a8z00fa, coas1 2, 24888 il 8.B8A51 880355 88 ogranay g bt
. 4, a0a T Sustituciones » Busear siguiente G
W 8.00570 €,00152 €,00367 11917 81116 greci 16 TEneformidanes . Buscar anterior o8c
13 @,83134 ©,16587 @, 81166 0, 66308 B, Baa6s 17 Habla » Usar seleccion para busca HE
] a,62130 6,14552 8,00101 a, 87556 2,20507 17,2
21 4.01876 ©.03296 2. 14359 e.e8e51  1p \RTEIaF dictad Ir a la seleccién #)
a4 . o os189 ] 18.2 niclardictadd. o 4 Seleccionar linea.. B
2, i ' o' G002 19 Caracteres especiales... B 2 L
23 a,80152 812018 Bt » w.ozisn w1404 0, w0101 8.07556
3.2 8,88101
2 a, 00101 e, e6a91 16128
2.2 a,e0101 20101
243 a,80851
25 a,8101 8,84078 2, M2 Pero...
5.2 a, 00101 .
16 @,88a51 @,80203 @,Q1065 @, 28773 frecuenaas
7 a,80051 8,62138 8,80304 62231 e
28 8,8725, o evaes
28.2 @, epes51 con ’
25 @,19675 @, 80a51
] 8,27535
.2 81978
31 85187
3.2 . . wn  a1ses:
i | Microvariables con “.”  Geiise
2.2 8,15481
a,8101
33.0 a, o101

Se le indica que reemplaceslas, comas por puntos en TODO el documento:

! TextEdit  Ar

ann

400 —

ur,

Reempfﬁ?,?f H,”

REiHA

Ventana  Ayuda

i B OB 0§ 40 L3 mar l2:34 Q i

_° TABLA FRECUENCIA CHILE TOSCAMINI Y COLS.

LR

dﬂreriplﬂar

T L T e e e
Allele CSFIFD D1353 Por & 0195433 021511 D251338 DI5135& 035818 07582 DBS1179 FGA THE1 TROK WA
5 LIl

] B, 30832 B, pAL1AL

B.3 8, BER5 1

7 B, 8152 B, 001649 @,01116 B, 24342 0, BARS]

B #,BE334 9. B9TAT B, 22130 B, ME350 9.03012 A,0R063 B, 2857 B, 47312

B.3 @, mpesl

" @, 03803 @, 15327 8, L4BAT W BAJEE B,0TI53 B, BBESD B, 12535 0, BET44

Archivo txt valido = con puntos

Reemplazar Todo | Aceptar

# TextEdit Archive Ediclén Formato  Visualizacldn  Ventana  Ayuda
800 ] TABLA FRECUENCIA CHILE TOSCANINI Y COLS — Modificado
Bllele CSFIFD D135317 DIGS5I% O1BES51 D195433 DZ1511 D2Z5L338 D35135E D55B1H 075020 DES1179 FGA THELT  TPOK  WWA
5 B.@BOSL
& 0.308312 B.@RIAL
f.3 0. BDas1
T 0. 80152 @, 0B164 @.01116 0.24402 B, @BOSL
B 0.B03B4 B.EGTET B.@I138 2.0855E @.09812 0.00563 B.RBSTR B, 47312
B.3 0. 80351
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Botones de Pantalla principal:

§ LmoStusio [B)
File Settings Heip
Sarple Fles I [ | | | | about

At Sample Sorce Fie

Restorne sesson from Log Reslart Add repicale

i
3

¢ @ A

Figura 1. Ventana de
inicio de LRMix Studio

e Cargar desde archivo “Load from file...” elige la carpeta desde la que el usuario desea
cargar los archivos de muestra de delitos.

e El nimero de caso se completa automaticamente a partir del nombre de la carpeta
utilizada para almacenar los archivos delcaso, pero el usuario puede cambiarlo por cualquier
otro nombre.

e Reinicie “"Restart” el softwaregy=cargue un nuevo caso,

e Restaurar sesion desde Registro “"Restore session from Log” cada vez que se utiliza el
software, se produce un archivo’de registro y se coloca en la carpeta de registro, creada en la
carpeta del caso. Los archivos,de registro son archivos de texto que contienen todos los ajustes
y resultados de un analisis¢ Se pueden cargar para restaurar sesiones anteriores y poder
rehacer el analisis.

e Agregar réplica™Add replicate” permite agregar un perfil de muestra manualmente.

Importar muestras dubitadas

Hacer click en Cargar desde archivo “Load from file...” elige la carpeta desde la que el
usuario desea cargar los archivos de muestra dubitadas a analizar.
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_ Sample Files Reference Files Profile Summary Analysis Sensitivity Analycis
Active Sample Source File
@ evidence 1 crime_samples.txt
@ evidenca? crime_samples txt

@\%

rima camnlac tet

Si hay mas de una réplica, podemos seleccionar
sobre que muestra llevar a cabo el andlisis de cotejo

Profile Editor

-eplicate |

Case Number |rr | Resti®@o
Name Replica 1|
Locus evidencel I;f-;;l-';u‘n
AMEL XY Wik
D351358 111415 18 D165539
0251334
THOL 6793 el
D21511 28293031 T
D18551 1214 16 D18551
02251045
D1051248 1415 et
D151656 111415 16 17.3 THE1
D251338 1719 20 25 ;5?‘;“
D165539 91112 rfen
D2251045 111216 17 DI51656
D125391
VWA 1617 19 75820
D851179 1112 13 15 CSFLPO
FGA 2021 24 DLA
D25441 1011

Alle... All_ Alle... Alle.. Al Al Al Al

Y‘v

Can e

18
Permite afiadir

3 7
B | T nuevas
1

1
B
1 anera
nual
(1]

Figura 2a. Cargar perfiles y seleccionar réplicas.

que se cargan los perfiles, el

software los

stra.
I-wgnlicas en el analisis, se pueden anular la

Tenga en cuenta que si no se van a utilizar algun
seleccion en tapa.

na que muestra los alelos de las muestras
(Figura 2b). Tenga en cuenta que una vez'gue se carga el perfil de muestra, el usuario puede

Una vez cargada la muestra, se obtiene urqg

acceder a la siguiente pestafia “Refe

anteriormente estaba “bloqueada”.

O

Files

" (Perfiles de Referencia) del software que

[ESRET=)
1 I | About

Sarple Sowce Pl

repl sample. bt

repd sample. tet

repld wamgle, et

repd wample. txt

Piestors session fom Log Peslast Add rephoale ':.'.‘.‘f.&.“...'::;;.j

loas repl repd repd repd
05124 1215 215 1215 21
VWA "% " % 16
SAERES 10 2130 10 w
0251338 00 23 b kil a8
(AEL XY Xy Xy Xy
0a51179 nua 1213 1213 121
ozisiL @™ 3 @ F
OssL 1218 2 1218 1215
D151045 1m1 % 1116 116
P19 1415 115 118 1415
[T+ 74,3 733 733 753
FGA MM 4% A M
Dxseal 1415 1415 1415 W18
051358 15 16 15 16 15 16 15 16
j015 1655 13 18 1316 1316 13 16
pLS®L ] 18 18 b ]

Figura 2b. Cargar

perfiles y

seleccionar réplicas. Una vez que se cargan los perfiles, el software los muestra.
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Tenga en cuenta que si no se van a utilizar algunas réplicas en el analisis, se pueden anular la
seleccion en esta etapa.

3.2. Importar o agregar perfiles de referencia

Una vez importados los perfiles de muestra, el usuario puede importar los perfiles de las

personas de interés (perfiles de referencia) (Figura 3).

£ RmiStudio - Bample
Heip
Sample Fles Seferercs Fies

S I

Sampke

-3

-

o s

Source Fie

Load from fie.

Figura 3. Cargaro agregar perriles de rererencia.

Botones:

e Cargar desde archivo “Load from file”, elija la carpeta desde la que desea cargar los
archivos de muestra de referenciay los archivos deben estar en formato LRmix, se pueden

cargar varios archivos a la*vez.

e Agregar perfil “"Add_profile” en caso de que se deba agregar manualmente un perfil de

referencia.

= L ¥
| Sample Riles

Profile Summary

Analysis Sensitivity Analysis >

Source File

‘ Importar desde archivo ‘

Afiadir manualmente ‘

8006 Profile Editor
| Name |suspect 2| _.

[ Locus
|D10s1248
| vwn
|D1ESS39
|D251338

Locus

Allele 1 Allele 2

I Add profile... Load from file... €

|D&s117e
|pz1s11
DLESS1
|pz251045
|D195433

El archivo que se genere, lo
guarda en la carpeta del caso
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Figura 4. Los perfiles de referencia se pueden agregar manualmente y guardar en una
carpeta.

I- Sample Files " Reference Files Profile Summary _Analysis Sensitivity Analysis

y -
x
/

ﬂnlve sampla source File
victim reference_
suspectl  reference_
suspect2 reference_t

‘ Se activan las pestafias para continuar con el analisis

Add profile... | Load from file... |

Locus victim suspectl suspect2 oy X
AMEL Xy X/X X/X

D351358 14/ 15 15 / 18 11/ 15

THOL 6/6 7/93 7193

D21511 28 /29 30 /31 28 /31

D18551 12 /14 13 (16 13 /1B

D105124§ 14 /15 15 /15

D151656 11 15 14 /14

D251338 17 /19 20 /25 17 /19

D165539 9/11 12 f12 11 jgll

D2251045% 16 /17 127 1b

Figura 5. Visualizacién de perfiles defreferencia en LRmix Studio.

Al cargar un perfil que tiene un solo alelo en ¢ualguier locus dado, el programa preguntara si se
va a convertir en un locus homocigota:

LRMix d|o )

Ieast one locus in SingleAlleleProfile contains only one allele,
Do you want to convert these loci to homezygotic?

Yes | [ No I

Figura 6. Cuadro de didlogo que pregunta si los loci de un solo alelo deben tratarse como
homocigotas.

Haga clic en Si para convertir los loci en cuestion en loci homocigoéticos duplicando el Unico

alelo presente.
Haga clic en No para dejar los loci como loci de un solo alelo. Cualquier alelo duplicado se

resalta en la vista de perfil:
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£ LRmixSwdio - singlealleles - =
"

Help

Sample Files | Reference Files | profile Summary | | | | | About|

Active Sample Source File
(=) SingleAllsleProfile singeAlldeProfile. csv

rocus sing MW
D10s1248 1/

s 11 /12

D155538 13/ <

DES 1179
D21S11
| |pes1338 13 /14

e =y \
N

. Lo<i containing a single allcle are interpreted as being homozygote. See t allcles.
— -
— ¢

Figure 7. Profile contents with duplicated alleles highlighted.

Figura 7. Contenido del perfil con‘alelos duplicados resaltados.

Nota importante sobre contribuyentes.y no contribuyentes: Tenga en cuenta que cuando
se cargan los perfiles de referencia, selonse deben cargar los perfiles relevantes para el analisis

de LR, si algunos de los perfiles de «eferencia se cargan pero luego no se usan en la pestafia de
analisis, se considerardn como nogeentribuyentes. Los perfiles de no contribuyentes pueden
influir en los céalculos de las razoneswde verosimilitud si la correccion Fst (theta) no es nula
(Curran et al FSI, 2005).

3.3. Resumen del perfil

El resumen del perfil es una ayuda para el usuario que ayuda a visualizar los alelos presentes
en los perfiles de muestra dubitada y los presentes en los perfiles de referencia. Se pueden
utilizar varios filtros para resaltar informacion diferente (ver imagenes 8a a 8f):

- alelos que aparecen en las réplicas pero no en los perfiles de referencia: este filtro puede
ayudar a resaltar los alelos que pueden ser falsos o pueden pertenecer a contribuyentes
desconocidos,

- alelos que aparecen en las réplicas y también en un perfil de referencia dado: este filtro
ayuda a detectar el posible Drop-out de alelos,

- alelos que coinciden entre los perfiles de referencia: esto destaca el intercambio de alelos
entre los diferentes contribuyentes,

Los diferentes filtros se pueden imprimir usando el botdn de imprimir.
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| Sample Files

Reference Files ( Profile Summary Analysis
- -

Sensitivity Analysis >

Permite seleccionar
los marcadores que

queremos comparar

Alleles in the replicate that are not present in the reference prof
Alleles in the reference profiles that are not present In the replic
Matching allelas in the replicata and victim
Matching alleles in the replicate and suspect2
Alleles shared between all reference profiles

Distintos filtros con distintos objetivos

Highlighted 35 alleles

N2 de alelos que componen la

| | Text Colour

| Background Colour .

configuracion

S__el!ct Name
AMEL

D351358
THO1
D21511
018351
01051248
O151656
D251338
0165539
02251045
VWA
DES1179
FCA
025441
0125391
0195433
3E33

i@@@@@@@@@@@@@@@@

Muestra prohlema

Replicate wictim

XY Xy
11 14 15 18 14 15
6793 66
28129 30 31 78 29
12 14 16 12 14
14 15 14 15
111415 16 173 1115
17 19 20 25 17 19
91l 12 9
11 121617 1647
16 17 19 61
1112 13 15 12
20 21 24 24
1011 111
18 21 22 2%24 7252425
14 15 14 14
30.2 32.2

victima

[ Sample Files

Reference Files

sospechoso

\d

Figura 8a. Resumen del perfil.

QNlmMthhu'hMNW.ﬂ.whN

Distinct Allales

N2 de alelos
diferentes
considerando los
perfiles a comparar

b i @ SICA

__ Profile Summary

Analysis

Sensitivity Analysis

»

Alleles in the replicate that are not present in the reference prot
Alleles in the reference profiles that are not present in the replic =

Matching alleles in the replicate and victim
Matching alleles in the replicate and suspect?
Alleles shared between all raference profiles

Alelos en la

[ Text Colour

|| Background Calour .

v

muestra no

presentes en las

Figdra 8b. Resumen del perfil.-
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| Sample Files

Profile Summary

Reference Files Analysis

Sensitivity Analysis >

Allelzs in the replicate that are not present in the reference profi
Allelzs In e referance profiles that are not present In the replig
Marching alleles in the replicate and victim

Marching alleles in the replicate and suspect?

Alleles sharad between all reference profiles

Highlighted & alleles

——lixilolucsy | Alelos en las

[ Background Colour| MUEStras de

™ Bold referencia que no

& sralic estan presentes en
# Underlined la muestra problema

| Print...

Select | Mame Replicate wictim suspect2 Distinct Alleles
& levideoce [ ] | |
M AMEL XY XY 53 ]
M D351358 111415 18 14 15 11 15 4 5 el o
™ THO1 6793 56 793 3 identificacion
@ D21511 28 29 30 31 2B 29 28 31 4 -
™ D1sss1 12 14 16 12 14 13 16 de posibles
M D1OS1248 14 15 14 15 15 15
@ D15165%6 1114 1516 17.3 1115 14 14 DTDP-OUtS
M D251338 17 19 20 25 17 19 17 19
Figura 8c. ResumK rfil.
| Sample Files Reference Files Profile Summarny A@ Sensitivity Analysis »
N

I 4 A W 4

Matching alleles in the replicate and suspec? =
Alleles shared between all referenc

Allelzs in the replicate tat are not present in the refere
Allgles in the reference profiles that are notprese

Matching allelas In the replicate and victim

Select | Name Repl wictim | suspect?.
|5 levidencel |

™  AMEL XY

[ﬂ DO351358 15 18 14 IS5

M THM 66

® Dz21s11 w8 29 3031 28 29

™ Disss1 12 14 16 12 14

M D10s1248 _i4 15 14 15

™ DI151656 i1 14 15 16173 11 15

™ D251338 17 19 2025 17 19

[] Text Colour
T Alelos de la victima
™ Eold gue estan presentes
& ratic en la muestra
@ Underlined problema )
[ Print.. |
Disunct Alleles

2

. identificacion
‘3‘ de posibles
- Drop-outs

4

Figura 8d. Resumen del perfil.
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i | Sample Files Reference Files Analysis Sensitivity Analysis » |
Alleles in the replicate that are not prezent in the reference prof —
! Alleles in the reference profiles that are not present in the replie el T Ol . ‘
E Marching allales in the replicate and vietim —
|| Background Colgur
| Matching allzles in the replicate and suspect2 | M Alelos del SOSPEChOSO
Alleles shared between all reference profiles E
| Bold que estan presentes
| B ralc en la muestra
Highlighted 181 alleles | Princ.. | |
Select Name Replicate wictim suspect? istinct Alleles
& levidepcel | ] |
M AMEL XY X X 2
M Dis13sE 1114 15 148 s 4
M THOL 57 93 7 33 3 : b Z
% D21511 28 2930 _31 28 31 4 ?\ identificacion
D18551 12 14 16 13 1§ 3 H
M DI0SI1243 14 15 e de posibles
™ Dis16sE 11 14 15 16 17.3 14 14
M D?51338 17 192025 s Drop-outs
M DLES539 9 11 12 ETEE T
Figura 8e. Resun@e perfil.
Sample Files Reference Files WH Sensitvity Analysis
[ ‘\
Alleles in the replicate that are not presenyimitie,eférence profi i mectcal L
Alleles in the reference profiles that are @em in the replic SR E Ty
Matching allelzs in the replicate and victi — . IR
Matching alleles in the replicate and suspect2 jo Bashyrpuied Cula .
alleles shared between all reference profiles W Alelos r.Dmpartlst
. entre las muestras de
[EI Italic
v [2] Underlined FEfEFEHCIE
\\‘
Highlighted LQeles [ Print.. |
Select |Mame Replicate victim suspect2 Distinct Alleles
| levidencel /[ |
™  AMEL S N X K 2
¥ D3siLiss 14 15 11 15 4 3 . —
™ THOL 6 5 793 3 identificacion
¥ D21511 28 29 28 31 4 d ibl
¥ Disss1l 12 14 13 16 3 € posibles
M D1051248 14 15 15 15 2
™ DISIASE 1115 14 14 5 parentescos
W necies 17 14 17 1@ a

Figura 8f. Resumen del perfil.

TOMAR EN CUENTA QUE: Una vez concluido el analisis del Resumen de los perfiles, el usuario
esta en la capacidad de determinar si la estadistica de su caso requiere o no, la opcion de
aplicar la probabilidad de Drop out.
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3.4. Analisis

En la pestafia Analisis, el usuario puede definir las hipdtesis de la fiscalia y de la defensa. Bajo
cada hipétesis, el usuario TIENE que definir:

e Los nombres de los contribuyentes: los nombres se asignan en funcidn de la informacion
presente en los archivos de referencia cargados en la pestafa “Reference Files” (Perfiles de
Referencia), o segun el nombre dado por el usuario si los perfiles se agregaron manualmente
usando el editor,

e Espacios Prosecution Hypothesis (hipdtesis de la fiscalia) y Defense Hypothesis
(hipotesis de la defensa):

-el nimero de contribuyentes desconocidos “Unknown Contributors™(el limite es cuatro
desconocidos). En ambas ventanas.

-las probabilidades de Drop-Out: en caso de haberse determinado en el paso anterior
que no hay Drop out, se debe utilizar cero “0”. Caso contrario, qu& requiera la aplicacion de una
probabilidad, el parametro a utilizar para cada donante y parailas incdgnitas se definira de
acuerdo al Analisis de Sensibilidad que se explicard mas adelante).

e Espacio Parameters (parametros)

-el archivo de frecuencias alélicas a utilizar.“Se debe cargar el archivo de frecuencias de
la poblacion costarricense “fregCR_LRMIXStudio WOK" que esta localizado en H:\Calidad
2.0\19. C. Doc\Frecuencias Alelicas CR-BQM

-la frecuencia de alelos raros “Raregllele-frequency” que se usara en caso de que se
detecten alelos raros. Por convencién, en la seccidon de bioquimica se utilizara un valor de
0,006.

-la probabilidad de Drop-In (elmaximo es 0,50),

-el valor de correccién Fstwo=theta “Theta Correction”

En caso de que la estadistica’requiera aplicar una estimacion de PrD, se hace una
primera estima de la PrD, (drop-out) con el valor predeterminado de 0.1. Este valor se
debera corregir posteriorménte cuando se realice el estudio de estimacion del Drop Out (ver
mas adelante).
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Paso de analisis 1: pantalla predeterminada
Analysis step 1: default screen
€ (RmixStudio - casc-01.1 [R5
— | | Lo Leococe | ahautl
Prosecution Fypothesis Defense Hypaihesis
Cnrvh'ibu E::AOD7 DmpuutF‘rd:uhi\itvuIAl > Cnnh'ibuh&r DII:‘)AOW Dropout Probability e
[men ) ; Dar:r::c'C:':ltlc = ‘0”‘“:“:':”\'; of | DNAGOT
AR AR RS = - —
Parameiers
Al b o~ Q‘ E
Crop-n probability 0,05 =] Theta correcton 0,014 N v Max Threads 16 =
Results
Loos LR ;‘ :: @ swop @ rn
Figura 9. Ventana de analisis con la configuracién por defecto.
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Analisis paso 2: el usuario define las hipétesis y otros parametros relevantes

Analysis step 2: the user defines the hypotheses and other relevant parameters

£ IRmixStudio - case-011

Help

| Sample Files | Reference Fies | Profile Summaryl Analysis | sensitivity Analysis | Non-contributor Tastl =00

| Abaurl

Prosecution Hypothesis

Defense Hipothesis

Cortributor D Dropout Probahility Contributor D Cropout Probability

DNADOZ 0.1 [ DNADCT 0.1
Urknown Contributors LE
Dropout Probabiity for unknowns o

Cne of the unknovins is & felative
Unknawn Contributors s o W ¢
parentchild V4R & 1T
Parameters

AleleFrequendes  D:ltest\frequendes.csv
Rare allele frequency 0.001

Drop-n probabiity 0.05%| Theta correcton

0.01}%

,,o\’w

MaxThreads | 16 &

Resuits

Locus LR

.t Q;g Stop

Owerall Likelihood Ratio

gRun

Show log

Figura 10a. Ventana de analisis=donde el usuario definio las hipdtesis y los parametros. En
este ejemplo, el usuario estd_evaltando las siguientes hipdtesis: Hipdtesis de la Fiscalia “Hp":
Sospechoso (Drop-Out=0,10)-es el donante. Hipdtesis de la Defensa “Hd”: una persona
desconocida ( Drop-Out=031Q);, no relacionada con el sospechoso, es el donante. Fst es 0,01 y
la probabilidad de Drop. In‘es 0,05. Para este ejemplo, si hubiera un alelo raro en el perfil de la
muestra(dubitada, el usuario eligié asignarle una frecuencia de 0,001.
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s

Sample Files Reference Files Profile Summary m

=

Prosecution Hypothesis Defense Hypothesis

Contributor [n] Dropout P, Tontrnuior
&) victim { o1 [. ™
E] suspect2 0,1} |5 ] \

victim
suspectd

Hp= Victima y sospechoso

Hp= Victima y desconocido

sensitivity Analysis »
PrD (defecto)

IC¥ ropout Frobabi

Hp e Hd= n? de contribuyentes Unknown Contributors

Dropout Probability for unknowns 0,15
=N
Parameters |

Allele Freguencies

Dropout Probability for unknowns
Unknown Conuributors | 0ll+) || One of the unknowns is a relative

v. Parentesco
XY victima y

™ One of the unknewns is a relative

Sibling
Half-sibling

Grand parent Grandchild

Uncle/Wephaw
Cousin

Rare allele frequency [0.001

-

LRmixStudio Sanity check

Q Are you sure this is what you intended?

The prosecution hypothesis specifies 1 contributor, but the def

ms?p&u specifies 2.

desconocido
|

Max Threads | 4]/}

Ratio

. Run

Show log

Figura 10b. Ventana de analisis e el usuario definid las hipotesis y los parametros.

s

N4
O
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Analisis de datos (l)

Cargar datos de frecuencias
poblacionales

Frecuencias minimas alélicas

Parameters Pr Drop-in (por defecto)= 0,05

Allele Frequencies

Rare allele frequency |0.001 Valor por defecto

Drop-in probability 0,05 ;‘I Theta correction | 0,01] [§| Max Threads 4 |§|
Results
|LDI:LI5 LR .Rm
Results
= - I Likelihood Ratio
B =3 ._-tco
D351358 10,9354 . : :
THOL 15754 Overall Likelihaod Ratio shiw log
D21511 2.5404
018551 15221 3471845.5314
01051248 1.717& ! V-
D151656 2.4436
Digss?s T Valor LR iotal e
02251045 57644 Se activa “run
WA 5.5865
s s - i Valorin cuando se cargan
los datos de frec

parciales

poblacional

Bl Sriare = @sicA

Figura IOC.Q}aﬁa de analisis donde el usuario define los parametros.

C)O
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Si una de las incognitas bajo la hipdtesis de defensa es familiar de uno de los individuos
perfilados, entonces se puede marcar la casilla gris y seleccionar una relacién entre una
incdgnita bajo Hd y una persona perfilada dada bajo Hd. Las férmulas utilizadas para

contabilizar a los familiares siguen el trabajo de Buckleton & Triggs (ver la seccién de
Referencias).

£ LRmixStudio - case-01.1 =
Help
| Sample Files I Reference Fies | Profile Summary | Analysis | Sensitivity Analysis | MNon-contributor Test I IAhnut‘l
Prosecution Hipothesis Defense Hypothesis
Contributor jin] Dropout Probability Contributor hin] Dropout Probability
CMADDT 0.1 = DMAOD7 0.1
Urknawn Contributorg i
Diropeut Probabiity for rknows 0.1
< One of the UhknoWingis & relative
Unknown Contributors ol 2 \ V. 2 7
e = \Paren ~ | of | DNADDT -
Dropout Probability for unknowns L e Be— 7
Parameters NG
[Half-sibling
Alele Frequendes D: test\frequendes. csv |Grandparent/Grandchild I]
) |Uncleiephev
Rare allele frequency 0.001 « lcousin
Drop-in probablity 0,052 Theta correction .ol Max Threads 16 %
Results
Locus LR gy @ sop € Run
Owerall Likelihood Ratia
— ~ 4

Figura 11. Si una de las incdghitas esta relacionada con uno de los contribuyentes conocidos
perfilados, el usuario puede elegir una de varias relaciones: padre/hijo, hermano, primo y otras
tres relaciones‘equivalentes: medios hermanos, abuelo/nieto y tio sobrino.
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Paso de analisis 3: ejecutar el calculo de LR

Analysis step 3: run the LR calculation

Unknown Contributars

Dropout Prebabiity for urknowns

[C] One of the unknowns Is a relative

Parent/Chid

£ LRmikStudio - case-0L1 [E=mEEE

iiéles

| Sample Files | Raference Files | Profile Summary | 2naly=is | Sengtivity Analysis | Nen-contributer Test | Reperts | About|

Prosecuiion Hipothesis Defense Fipothesis
Contributer jir] Drocout Probebiity Contributer i) Dronout Probabiity
DNADDT o = DHACOT 01=

Unknown Contributors 1
Dropout Prababifty for urknowns 0.1}

\' W DHADOT

Parameters
Allele Frequencies | Dt \pest'frequencizs. csv

Rare alels Fequency (0,001

Drop-in probability 0.05 % Theta correction

0.01}%

Results

Locus LR
D10S1248 55.5290
VA 22,3325
D165539 49.9724
0251338 31.3001
CRS1179 9.3934
D21511 28.8025
018551 20.5438
02251045 9.1672
(RIECEEES 7oA

Mo ¥

@ stop ©run
©Overall Likethood Rato
1.3345E20 [ snewiog |

& = -

P

Figura 12a. Resultado de un andlisis de razén de verosimilitud, no se asumen parientes.

Si en este punto el usuario desea guardar los resultados, puede ir a la pestafia “Reports”
(Informes) y guardar el andlisis realizado hasta el momento. La funcionalidad del informe se

describe con mas detalle a continuacion.

Tenga en cuenta que el beté\'Show log” (Mostrar registro) ahora se ha habilitado. Cada vez
que se realiza un analisisnse genera un archivo de registro. Al hacer clic en el botén “Show
log” (Mostrar registra), se muestra el archivo de registro correspondiente.

v 4 e
Results
Locus LR @ s Qﬁuh
D351358 10.9354 -
THO1 1.5754 Overall Likelihood Ratio
D21511 2.5404
D18S51 1.5221 3471845.5314 Show log
01051248 1.7178
D151656 2.4436
D251338 1.7858
D165539 1.1944
D2251045 5.7644
VWA 5.5865
DB51179 2.9383

Figura 12b. Resultado de un analisis de razén de verosimilitud, no se asumen parientes.
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Tomar en cuenta que: este valor de LR no es real, es una primera aproximacion, ya que ha
utilizado valores de PrD aleatorios (0,1), el siguiente test, SENSITIVITY TEST o Analisis de
Sensibilidad, permite ajustar el valor de PrD a un parametro mas real y conservativo.

3.5. Analisis de sensibilidad

El analisis de sensibilidad (SA, por sus siglas en inglés)

traza las proporciones de probabilidad

en log10, junto con las probabilidades separadas de las hipdtesis de la fiscalia y la defensa. Las
proposiciones evaluadas en el analisis de sensibilidad, son aquellas definidas anteriormente por
el usuario en la pestafia Analisis. Los parametros de Drop-Out para los contribuyentes
conocidos y desconocidos también se definieron en el paso anterior.

Este analisis permite estimar el valor de PrD desde un punto de vista cualitativo. La estima se

basa en realizar simulaciones que consideran:
-Numero de alelos de la mezcla
-Hipdtesis planteadas

Drop In Q055 Theta 0.015

£ LRmixStudic - case-011 [E=mEER =
Help
| sample Files | Reference Fies | Profile summary | Anaiydl | Sersitivity Analysis Ijinﬂnhibutor Test | Reports | about|
Vary Dropout  Profile . N
DNAQGT
73] Defanse Unknown Contributors
set dropout Gfissleted profies to: o set
sensiovity Analysk settngs 3 pout ; il Semn;s}
Drop-Cut variation (gl B to | 09955 n 10 2] steps at locus [All Loci = @ stop

Sensitivity Analysis

0.6
Dropout Probability

0.3 0.4 a.s

0.7 0.8

Figura 13. Pestafia de analisis
Varie el Drop-Out: Pestafia "Vary Dropout”

de sensibilidad.

El usuario debe revisar la informacion que se suministra en esta ventana para poder seleccionar
o deseleccionar de los contribuyentes conocidos a cual se le debe aplicar esa Pr(D). La
probabilidad de Drop Out variara segun el Analisis de Sensibilidad. En el siguiente ejemplo, se

seleccionan mediante un “check” tanto al contribuyente
(ver figura 13a).
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Esto significa que todos los contribuyentes se someteran a las mismas probabilidades de Drop
Out en el Andlisis de Sensibilidad. Si en el andlisis no se debe variar el Drop Out del perfil
mayoritario, como es el caso en este ejemplo, se debe desmarcar la casilla.

El contribuyente desconocido SIEMPRE debe estar seleccionado.

Configuracion de Drop Out de perfiles seleccionados

Una vez que se ha llegado a un valor para el Drop Out a través de la Estimacion del Drop Out
“Dropout Estimation” y el Analisis de Sensibilidad, este valor se puede establecer
directamente en los perfiles seleccionados ingresandolo en el espacio “Set dropout of
selected profiles to:” (Establecer el Drop Out de los perfiles seleccionados) y haciendo clic en
el boton “Set” (Establecer):

- [<]

Vary Dropout  Profie

(] DNAOT e v
= Defense Lnknown Coniributors

7. N
Set dropout of selected profiles fo? ) — Set

Figura 15a. conriguracion aelr propout €n Ia pestana ae analisis ae sensipiiiaaa.

También es posible volver a la pestafia“Analisis y configurar el Drop Out para los perfiles
relevantes manualmente.

Configuracion del Analisissde Sensibilidad: Sub-pestana “Sensitivity Analysis Settings”

Los rangos de variacidn predeterminados “Drop-Out variation” son de cero a 0,99 y el
usuario puede elegir'un=maximo de 100 valores. El Anadlisis de Sensibilidad también se puede
realizar para un loeus,determinado, mientras que otros se ignorarian (botén “All loci” todos los
loci). Esto puede ayudar a comprender las contribuciones relativas de diferentes loci. Para
cuestiones de analisis de casos, se debe utilizar siempre la opcion de “All loci”, para de esta
manera ser lo mas conservador posible y evitar cualquier tipo de sesgo en el proceso de
estudio de los casos.

Los valores para “"Drop-in" y Theta-correction "Theta” se establecen en los valores elegidos en
el paso de Analisis, sin embargo, el usuario puede cambiarlos durante el Analisis de
Sensibilidad. El boton “Run” (Ejecutar) ejecuta el Analisis de Sensibilidad.

La ventana del Analisis de Sensibilidad se muestra en la Figura 14 siguiente. Si se realiza un
nuevo analisis, con un parametro diferente, por ejemplo, una tasa de Drop-In diferente, las
curvas se muestran en el mismo grafico. El panel derecho permite seleccionar las curvas
relevantes para mayor claridad (botén “"Delete Range” (eliminar rango)).
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Los resultados del analisis de sensibilidad se almacenan en un archivo de registro y también se
deben imprimir para reportarlos en el informe y subirlo al legajo digital del caso.

€ [RmixStudio - case-011

Help

| Sample Files IREfErEI’]EE Fies | Profile Summary I Aﬂdysi:l sersitivity Analysis | Non-contributor Testl Reports I Abuutl

Vary Dropout  Profile
[} DNAOCT

Defense Unknown Contributors

Set dropout of selected profiles to:
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99 1| steps st locus |4l Logi \5’
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Figura 14. Resultado de un analisisade sensibilidad para un caso. Tenga en cuenta que hacer
clic con el boton derecho“en el marco de la grafica permite acercar y alejar.

Si la evidencia no respalda‘las hipdtesis configuradas, los resultados para todos los valores de
Drop Out pueden ser ho numeéricos (Infinito, etc.). En este caso se mostrara el siguiente error:

"The Sensitivity Analysis did not result in any numerical results. All LRs were either 0O,
Infinity or not representable as a number. Please check your hypotheses.” (El analisis
de sensibilidad no arrojé ningln resultado numérico. Todos los LR eran 0, Infinito o no
representables como un nimero. Por favor, compruebe sus hipotesis).

En qgué consiste este analisis?

Este es un procedimiento de simulacion de Monte-Carlo para la estimacién de la Pr(D). La
simulacion se lleva a cabo desde el punto de vista del fiscal y de la defensa (para evitar

sesgos).

Considere el siguiente ejemplo de cémo funciona este analisis:
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Propiedades de nuestros casos (ejemplo)

- Mezcla de 2 personas

- 51 alelos observados en el epg (15 aSTRs)

- Perfiles de victima y sospechoso disponibles:

- Victima: 31 z-flelos | 52 alelos distintos
- Sospechoso: 30 alelos |

- LRmixStudio sensitivity test: simula un gran
numero de mezclas que tengan las propiedades

de nuestro epg
Alelos Alelos
observados esperados

1 5

Si la victima y el sospechoso contribuyeron a la mezcla tendrigmes que haber detectado 52
alelos en total.

Desde el punto de vista de la hipétesis de la fiscalia LRMix simula el genotipado de un perfil de
52 alelos, suponiendo diferentes probabilidades teéricas de Drop Out (desde 0,01 a 0,99).

Cuando se aplica una probabilidad de Drop Out baja (0,01 por ejemplo), se detectan casi todos
los alelos distintos de victima y sospechose”y ecuando se aplican probabilidades de Drop Out
muy elevadas (0,99 por ejemplo) solo se detectan unos pocos alelos.

Los datos obtenidos (perfiles simuladas y sus correspondientes probabilidades de drop-out) se
agrupan por el numero de alelos ebtenidos en el perfil resultante. Solamente se tendran en
cuenta los perfiles generados gque centengan el mismo numero de alelos que el perfil en
estudio. Se debe tomar en cuepta-que esos perfiles se habran generado principalmente en un
RANGO ESPECIFICO desprobabilidades de Drop-Out.

Desde el punto de vista de la hipétesis de la defensa, se realiza la misma simulacién con la
diferencia de que sé"mezClan los alelos de la victima y los de un perfil generado al azar. El perfil
generado al azar se basa en el muestreo aleatorio de alelos (simulacion de Monte-Carlo).

Se simula el genotipo de una mezcla de la victima mas un desconocido, teniendo en cuenta
diferentes probabilidades tedricas de Drop-Out: al igual que con la hipotesis de la fiscalia desde
0,01 a 0,99. Los datos obtenidos (perfiles simulados y sus correspondientes probabilidades de
drop-out) se agrupan por el numero de alelos obtenidos en los perfiles resultantes. Solamente
se tendran en cuenta los perfiles generados que contengan el mismo numero de alelos que el
perfil en estudio.
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|_ 4 Profile Summary Analysis Sensitivity Analysis Mon-contributor Test Reports About

Wary Dropout Prafile
B La PrD se calcula
Eil Defense Unknown Contributors / SObre Ios
contribuyentes
Set dropout of selected profiles to: [¥] :: | Ser marcadﬂs

RS Sensitivity Analysis Seftings

Dropout Estimation Settings La Vfctima no presenta

drop-out

IDmp—Dul variation | - 0' : to 0,99 I?] 'n '_____gg_' : lteps at locus | All Loci

Drop in | 0,05} Theta | 0,01 %

Sensitivity Analysis

Wnélisis de Sensibilidad (PrD:
Sensitivity Analysi@

Varying dropout of suspect and defense unknowns. AIN ropin 0.05. Theta 0.01.
101 : ; -

Figura 14. Pantalla correspondiente a parametros edita
probabilidad de Drop-

H
- LR (log10) = —-

Hd

0g10) vs PrD segun Hp

Log 10

{log10) vs PrD seglin Hd

0,0 0;1\);2 03 04 05 06 07 08 09 10

Dropout Probability

[ # Log10(LR) -# Log10(Pr(E|Hp)) * Log10(Pr(E|Hd))]

Figura 14b. Simulaciones de muestras con idéntico nimero de alelos que la muestra
problema, tomando en cuenta las hipotesis planteadas.

Ajustes de Estimacion de Drop Out: Sub-pestafa “"Dropout Estimation Settings”

Esta pestaia permite al usuario estimar la probabilidad de Drop Out siguiendo el método
descrito en H. Haned et al (2012). Este es un estimador cualitativo de la probabilidad de Drop
Out de todo el perfil, basado en el nUmero promedio de alelos observados en el perfil. El
usuario puede elegir el nUmero de valores de Drop Out a explorar entre 0 y 0,99, asi como el
nivel de Drop-in y un numero de iteraciones “Iterations” o de escenarios evaluativos que el
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software llevard a cabo. Este analisis consiste en un barrido del software por diferentes
probabilidades de Drop-out para simular las variaciones en el LR obtenido.

Si hay individuos fijos que no presentan Drop Out, entonces la casilla de verificacion en el
espacio superior “Vary Dropout” debe estar consecuentemente desmarcada. En la ventana del
resultado se presenta un intervalo del rango plausible de Drop Out, trazado en el grafico del
Analisis de Sensibilidad, como un area resaltada en este.

En caso de que el escenario probado asuma un nimero total de contribuyentes que no esta
respaldado por el estimador cualitativo del Drop Out, entonces se obtiene el siguiente error:
“drop-out estimation resulted in no matching attempts under prosecution” (la estimacion del
Drop Out resultdé en ningun intento de emparejamiento bajo hipotesis (§ fiscalia). Esto podria

suceder si el nUmero promedio de alelos en las réplicas, digamos 50 a respaldado por la
hipétesis de una muestra de fuente Unica.

Sensitivity Analysis Sertings
Drop-0ut variation | o I_E; 1o 0,99 ; in | 99'@ steps at | i
Drop In | 0,05(2] Theta | 0,01][2) Q I

Sensitivity Anal
Varying dropout of suspect and defense unknowns, A

G e—

IL@ Run Dropout Estimation for 32 alleles |

Rango mas plausible
de PrD dadas nuestras
hipétesis

° (0-0,26)
(=]
g
200N s msusuaannﬂlWﬁlﬁl.umpmu. Theta 001, ] : SE‘IECEanamOS como
i B, Ykl S e
w1 — e valor de PrD el valor

N — SR A Y Be o7 oo o0 que da un LR menor

conservativo)

Log 10

B G« @sic

0,0a 005 9,10 ols 020 0.5
Dropout Probability

Figura 15. Resultado de un analisis de sensibilidad y estimacion de Drop-out para un caso.
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Una vez que se han seleccionado los perfiles a los cudles se les realizara el andlisis de
Estimacién de Dropout, se deben de completar los diversos ajustes que solicita el software.
Debido a que esta estimacion se basa en los alelos observados en los perfiles seleccionados,
habra variaciones de su valor de acuerdo a si se agrega o elimina alguno de los perfiles.

Se utilizaran de manera estandard los siguientes parametros:

+ Drop-Out variation: 0 to 0,99 in 99 steps.
+ Drop-In: 0,05.
+ Iterations: 1000.

Una vez que se hace click en el botdn de corrida "Run Dropout Estimation for XX alelles”
comienza la realizacion de los diversos calculos. Al final se tiene el resultado de la figura 15,
con un resumen de cuales muestras se analizaron y cuales loci (DNAQOZ.and Defense
Unknowns. All loci), que parametros se establecieron (Dropin 0,05£Théta 0,01) y UN RANGO
de estimacion de Dropout (Dropout Estimation 0,00~0,15).

Cual de los valores de Dropout se debe elegir? Para eso se utilizasel area sombreada del grafico
(que nos muestra exactamente en donde esta ese rango de Dropout) y el valor del LR
correspondiente a cada valor del Rango de Drop-out. Tomando en cuenta el principio de ser lo
mas conservador posible a la hora de dar un resultado: 'se debe de elegir el Drop-out del
rango que brinde el valor de LR mas bajo (verfigura 15b).

Sensitivity Analysis Settings Dropout Estimation Settings

Drop-Out variation 0| to 0,995 in 995 steps

Drop In 0.051% Iterations | 1,000|%

Sensitivity Analysis Settings Dropout Estimation Settings

Drop-Out variation 0 to 0,995 in 995 steps

Drop In 0.051% Iterations | 1,000 5

Sensitivity Analysis
Varying dropout of suspect and all unknowns. All Loci. Dropin 0.05. Theta 0.01.
W Dropout Estimation 0.00 ~0.13

Log 10

0.0 01 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 09 1.0

[ U VU PR

Sensitivity Analysis

Varying dropout of suspect and all unknowns. All Loci. Dropin 0.05. Theta 0.01.

W Dropout Estimation 0.00 ~0.13

Log 10
“
=

Dropout Probability

Figura 15b. Resultado de un analisis de estimacién de Drop-out.

En este ejemplo se observa que el rango de drop-out estimado va desde 0,00 a 0,13. En la
imagen de la izquierda se observan los LR s correspondientes a 0,00 (alrededor de -7,6 log10)
y a 0,13(alrededor de -2,5 log10). El valor de Drop-out que se debe escoger en este caso seria
el de 0,0 ya que es el que se relaciona a un LR menor. Al hacer zoom (imagen derecha) se
observa que el valor de Drop-out es en realidad 0,01.

Una vez que se determina este valor, se debe de ingresar el mismo en la seccién de
“Configuracion de Drop Out de perfiles seleccionados” y hacer click en el botén “Set”.
Esto hace que se corrija automaticamente el valor de Dropout para los perfiles seleccionados.
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Posteriormente se vuelve a la pantalla de Analisis y se vuelve a realizar el calculo del LR para
los perfiles. Este sera el LR que se debe reportar.

| < Profile Summary Analysis Sensitivity Analysis MNan-contributor Test Reports About | 4 Profile Summary Sensitivity Analysis. Non-contributor Test Reports. About

Prasecution Hypothesis Defense Hypothesis

Vary Dropout | Profile Eanmbl::n ] Drapout Frabability Contribuior I Drapaut Prabability
= victim ] vitim B E wicom 0.1](;
[g suspect 4 SUSPELT kn,ze?\ 1 suspect o.1] 2
™ Defense Unknown Contributors i
Unknewn Contributors 1z
: —— = Dropout Probability for unknowns .;‘6.35')
Set dropout of selected profiles to: 0,26 .| Unknawn Cantributors 92| One of the unknawns Is a relative N
sut Probability for unknown:
Con este valor se e
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DES1179 14.0174 Valor final del LR
FGA 0.2841

i
Figura 15c. Configuracion de Drop,Out de perfiles seleccionados
3.6. Pruebas de no contribuyente (Non-contributor tests)

NOTA: Se aplican en aquellas estadisticas'doride haya sido necesario aplicar una probabilidad
de Drop out.

Las pruebas de no contribuyente son‘una ayuda opcional, destinada a ayudar a comprender la
relacion de probabilidad especifica ‘del caso (Gill & Haned, 2013). Las pruebas consisten en
calcular el LR para las proposiciones elegidas por el usuario, donde se reemplaza el perfil de la
persona de interés por ungpexfil aleatorio generado a partir del muestreo de alelos con respecto
a sus frecuencias descritas/en el archivo de frecuencias alélicas (proporcionado en la pestafia
Analisis).

Dados los parametros)e hipotesis elegidos en la pestafia Analisis, las pruebas de no
contribuyente consisten en calcular la LR obtenida al sustituir el perfil de la persona de interés,
por el perfil de un individuo aleatorio simulado: el software simula perfiles para personas
ficticias en base a la tabla de frecuencias establecida. Posteriormente sustituye a la o las
personas de interés por las personas creadas al azar y evalua el valor del LR para cada uno de
ellos con respecto a la evidencia.

Esto se realiza “n” veces, donde “n” es el niumero de iteraciones definidas por el usuario. Se
realizaran siempre un minimo de 1000 iteraciones para esta prueba.

El resultado de la prueba es una distribucion de n (log10) cocientes de verosimilitud, que se
representan en un diagrama de barras de la siguiente manera:

- el log10 LR especifico del caso, obtenido con la persona de interés, se muestra en rojo,

- Los percentiles minimo, maximo, 1%, 50% y 99% de las distribuciones obtenidas se
muestran en gris.
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La figura 16 a continuacidon muestra un ejemplo de
para el caso 10.

Notas importantes:

las pruebas de no contribuyente realizadas

1. Para que las pruebas de no contribuyentes arrojen un resultado, las probabilidades de Drop
Out y de Drop In (definidas en la pestafia Analisis) deben ser diferentes de cero, ver detalles en

Gill & Haned (2013),

2. Los perfiles generados aleatoriamente se crean utilizando un muestreo aleatorio de los alelos
y sus frecuencias, tal como se indica en el archivo de frecuencias de la poblacidn. Estos perfiles

se generan al azar y no se asume ninguna relacion,

familiares.

3. Pueden aparecer falsos positivos si se utiliza un nimero elevado de

contribuyentes en la mezcla

incluso si la hipoétesis Hd involucra a

ulaciones
4. Hay mayor posibilidad de falsos positivos en cuanto se tenga un E%mero de

A

Profile Summary Analysis Sensitivity Analysis

Prafile
suspect

Person I &l
e

Seleccionamos la persona a
sustituir (sospechoso o
victima)

Non-contributor test results

g suspect with randomly generated profiles aver 1000 iterations.

LRs> 13 0% 0k LRS> LRIPOIE 0% (0)

El valor real del LR

en (logl0)

-10 |

15|
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De todas las
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aproxima es éste
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Figura 16. Resultado de las pruebas de no colaborador para un caso, donde se reemplaza al
sospechoso por los perfiles generados aleatoriamente. Los detalles de las pruebas de los no
contribuyentes se imprimen en un archivo de registro almacenado en la carpeta del caso que se

analiza.
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El resultado de la figura 16 indica que solamente el LR del individuo de interés estad por encima
de cero. No hubo ningun perfil simulado que calzara con la mezcla o que lo hiciera en un mejor
grado que el individuo de interés. Se debe de tomar en cuenta que entre mayor numero de
contribuyentes se presuma estan presentes en la mezcla mayor es la posibilidad de que algun
perfil generado aleatoriamente calce dentro de la misma (ver figura 16b).

La figura 16b muestra un claro ejemplo de como se ve un resultado de Non-contributor test
en el escenario de que sea mas probable que un perfil simulado (entiéndase persona aleatoria
de la poblacion) calce dentro de la mezcla a que lo haga el perfil de la persona de interés.
-contributor test en el
escenario de que sea posible que tanto un perfil simulado (entiéndase %!ﬂna aleatoria de la
poblacidn) calce dentro de la mezcla a que lo haga el perfil de la pef de interés que se esta

estudiando. Esto puede suceder sobretodo en los escenarios en ‘ desse considera la presencia
de 4 contribuyentes.

La figura 16c muestra un ejemplo de e como se ve un resultado de N

Non-contributor tes
Replacing 8019-21 IMP FRANKLIN with randomly genera ofiles over 1000 iterations.
LRs>1: 1% (12). LRs>L .

2]
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Figura 16b. o de un Test de no contribucion en donde es mas probable que el
contribuyente a | zcla en estudio sea un aleatorio de la poblacion a que sea el imputado o

persona de interés.
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Non-contributor test results
Replacing suspect with randomly generated profiles over 1000 iterations.
LRs>1: 99% (997). LRs>LR(POI): 0% (0).

=
(=)

Likelihood Ratio (log10)
(v}

contribuyente a la mezcla en estudio sea un aleatorio de @ blacion a que sea el imputado o
persona de inte

3.7. Generacion automatica de informes %

de una sesion determinada. El usuario pu eleccionar el analisis a exportar en un informe,
en formato PDF. Se pueden exportar pdltiples analisis al mismo informe. Tenga en cuenta que,
ademas del informe, los archivos d @(ro se generan automaticamente y se almacenan en
una carpeta de registro, dentro d%arpeta del caso que contiene los archivos del caso. Los
archivos de registro contienen todas, las acciones y resultados obtenidos por el usuario dentro

La pestafia “Reports” (Informes) describm@os analisis realizados por el usuario, dentro
e

de una sesion determinada.\?~
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a Profile Summary Analysis Sensitivity Analysis Nan-c

19- Activar un bloque

Drate and time:  F006/ 1205 19: 1325, Calculation tme 1 mimube and 54 seconds

Frassoution: victm(. 10}, suspect{0 10}, Cvopin 0.03, Thets Q.01

Crefense; wictm(2 10} and 1 unknawn {9,100 - Mo reiation, Orapin .05 Theta 001 ‘; ’ =

Stotistics: fisersyManueDocuments/LIMIX studio CHILEFEURSE OHELE/ 3 _Mayor_Menor_cuch fifirec_pobls -

Replicates; evicence e 3 e v
Loct [A51358, THOL, DZ1511, DI85 51, DESIIM, D165 Y9, Vs, D851179, MGA, 195413

Sensitiviy: Present. Dropout Pstimation Min: 0.00 Mae 0.25

LR: Overall 2 SHEEEOTHMATIE-4 | L SIEISEMIE1ITSEE-12 = L9GHG1E +§ ‘

Drane and tme:  DOL&/LAAS 19:00: 55 Calculation ome les than 1 sacond

29- Se activa “export”

Frasecution: wictim(d 10}, suspect{i 19}, Dropln 005, Thets Q01

Drefense: victim(Q 10}, Drapln 0.0%, Thetz 0.01 (

Statistics: e s Manusl /oo LRMEX studio CHILE/CURSO OHILE /3 Mayor_Menar_cuchlioffrec_pobls csy

— S £ ey e, ook e p o 39- pulsar “export”
Lo DAS1355, THOL, DZIS1], D185 50, DES 1AM, DI055¥ Vi, DES1174, PEa, 19540 A’?

Senstviiy: Not Pesiormed [N \

LK: Cuerall 753524 | 6 SING1T1 581 = 46572010 +20 ﬁ

Drane and tme:  DOL&/LAAS 19:00:27. Calcuilation ome les han 1 sacond \ | @F!.!’}pp = o s{lqA
- R B ! ! (Export... | ' i

Figura 17. Seleccione el anélis&s’e desea exportar a un informe en PDF.
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T e i table contans some ofthe values fof the graph aove.

TR TR 4 SRR TR0 Log0(F) [ CoglaPiErp) | LogioPiera)]

o | TR o 5T TS Tabla de valores de
TR VS| L] BT e
ey G T LRs para diferentes
) SveED | | S armsreen) PrD
DTSR AT AR T
WA PTG T 2109007
TESTT ST IR AT
ron SN TANSeEa] EEET A
DTS S TRTE DT ASTATERT TSI FIAPP =  @SICA & 5E7EGE | - @ Fiaps

T 505478 _— e
USTEHE | 2]
Case Number: ppr

Analysis performed by: Manuel
Date and time of analysis: 2016/1205 19.39:22
Trace Analysed: evidence

Non-contributor test

Non-contributor test resul
Replacing suspect with randomly generated profiles over,
LRs>1: 0% (0). LRs>LR(POI): 0% (oy

Gréfica de non-contributor
test

——
=1,174

S

7,88

bhdhonsoaa

-10
-12
-14
-16
-18
-20
-22
24
-26
-28

Likelihood Ratio (log10)

104

Max

Min 50% 99% i
log10(LRrandom) characteristics ! ©riare ¥ @SICA

Q\?E;ura 17b. Ejemplo de informe

POL 1%
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CONCLUSIONES

IMPORTANTE: Debemos recordar que:

- Lo prioritario es maximizar la calidad del perfil de la evidencia en primer lugar

- Las herramientas estadisticas no sustituyen al analisis en el laboratorio (ni al experto)

- Es conveniente realizar analisis exploratorio (contrastar diferentes pares de hipdtesis)

- El LR no nos dice si una hipotesis es cierta o no, sélo nos dice si una hipdtesis es mas

probable que otra.

- No todos los perfiles mezcla tienen la suficiente calidad como para ser evaluados
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