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PROCEDIMIENTO PARA LA CUANTIFICACION DE ADN P-DCF-ECT-BQM-34
UTILIZANDO EL TERMOCICLADOR PCR TIEMPO REAL

1 Objetivo:

El objetivo del PON es definir el procedimiento de cuantificacion de ADN nuclear humano
(autosdmico y/o cromosoma Y) en muestras de interés forense, y la determinacion de
patdgenos relacionados a enfermedades de transmision sexual, utilizando el termociclador
PCR Tiempo Real ABI7500 o QuantStudio 5.

2 Alcance:

En este PON se establece la metodologia para cuantificar el ADN presente en los diferentes
extractos, ya sea ADN nuclear humano o la fraccion Y del ADN humano (ADN humano masculino),
mediante la combinacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y la deteccion
fluorescente en tiempo real, con los kits de cuantificacion de ADN de la marca Applied Biosystems,
ademas, de la deteccidon de patdgenos relacionados a enfermedadesy’de transmision sexual
mediante el kit VIASURE Real Time PCR, utilizando el termociclador ‘RCR)en Tiempo Real ABI7500
0 QuantStudio 5.

Los resultados de este procedimiento ayudan a determinar:

e Si hay suficiente cantidad de ADN humano o ADN, humano masculino para proceder con
la obtencién de perfiles genéticos.

e Cudnto volumen de muestra utilizar pafaNlevar a cabo la amplificacion de los
marcadores tipo microsatélites (STRs: ShorteFandem Repeats).

e La presencia o ausencia de inhibidores dela'PCR en el extracto.
e La degradacion del ADN presente en eljextracto.

e Presencia/ausencia de los siguientes patdgenos: Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis.

3 Referencias:
e Applied Biosystems, /2005. Installation and Maintenance Guide. 7300/7500/7500 Fast
Real-Time PCR/System.

e Applied BiosyStems. 2009. Forensic News. The Maximizing Data Quality Series-Part 2:
DNA Quantitation.

e Applied Biosystems. 2006. Applied Biosystems Quantifiler Kits. Quantifiler Human DNA
Quantification Kit and Quantifiler Y Human Male DNA Quantification Kit. User Manual

e Applied Biosystems. 2015. Quantifiler HP AND Quantifiler TRIO DNA Quantification Kits.
User Guide.

e Applied Biosystems. 2022. Installation, Maintenance and administration. QuantStudio 5
Real-Time PCR Analysis Software v1.3 and v1.4. User Guide.

e Butler, John. 2005. Forensic DNA Typing. Elsevier
e Coastal Healthcare. 1992. Bloodborne Pathogens. Virginia Beach, VA.USA.

e Cupples, C., Champagne, J., Lewis, K., Dawson, T. 2009. STR Profiles from DNA samples
with “Undetected” or Low Quantifiler Results. J. Forensic Sci. 2009, 54:1.p 103-107.

e Department of Forensic Biology. Protocols for Forensic Analysis. 2016. Office of Chief
Medical Examiner, New York City.
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Informe de validacion 03-BQM-2017. Elaborado por Alejandro Hernandez Bolafios,
Seccion de Bioquimica DCF, 2017

Informe de validacion 02-BQM-VAL-2022. Elaborado por Manuel Gonzalez Cordero,
Seccion de Bioquimica DCF, 2022

Manual de usuario de QIAgility, 2013. QIAGEN

Manual de usuario Viasure Real Time PCR detection kits by CerTest BIOTEC (IUo-
STD012enes0919 rev.03)

Manual de usuario Hamilton, modelo MicroLAB® NIMBUS, Applied Biosystems.

4 Equipos y Materiales:

Agitador tipo Vortex
Aplicador para sellador adhesivo (Applied Biosystem), parte 4365988, o similar

Camara de Bioseguridad Clase II Tipo A2 con luz U.V, Cabina,éstéril con luz ultravioleta
de 254 nm o Camara de flujo laminar o similar

Centrifuga Termo IEC Centra CL3R para placas de~96N\p6zos, con rotor de angulo fijo
para 3000 r.p.m o similar

Cobertor o6ptico adhesivo para placas “ABI PRISM=Optical Adhesive Cover Starter Kit”
(Applied Biosystem), parte 4311971, o similary(nuevos)

Congelador con temperatura cercana a 10s-=20° C (rango -15y -25 ©C)
Escarchadora y contenedores abiertos/pequefios para trabajar la microplaca con hielo.
Formulario: Entrega de Muestras para Cwantificacion (P-DCF-ECT-BQM-34-R02)

Formulario: Lista de Verificacion Précedimiento Cuantificacion de ADN por PCR en
Tiempo Real. Seccién de Biogdimica (P-DCF-ECT-BQM-34-R01)

Gabacha desechable

Gradillas de plastico para microtubos, limpias

Guantes desechables«(libres de talco)

Hoja de calculo Gréficos*de control Cuantificacion ADN
Mascarilla desechable

Micropipetas” autermaticas de volumen ajustable (*)

Papel aluminie

Papel toalla desechable

Pipeteador automatico Hamilton, modelo Microlab® Nimbus
Pipeteador automatico QIAgen, modelo QIAgility

Pizetas de 500 mL

Puntas conductivas nuevas (QIAgility, Nimbus o similar)
Puntas nuevas y estériles para micropipetas (rango de 10 uL, a 1000 uL)
Recipiente de plastico tipo tina, de boca ancha

Recipientes de material plastico rigido (polietileno o polipropileno), impermeable vy
resistente a la perforacion, golpes o caidas, con sistema que impida extraer los objetos
desechados, preferiblemente de color rojo e identificados con una etiqueta visible con la
palabra “punzocortantes” acompafiada del simbolo de biopeligrosidad.

Refrigerador con rango temperatura 2 a 8 £ 29C y congelador (-15 a -25 +1 °C)
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Soporte para placa y retenedor estandar de 96 pozos 3500 series
Soporte para placas de reaccién de 96 pozos, limpio

Termociclador 7500 Real -Time PCR System (Applied Biosystems) o similar
Termociclador QuantStudio 5 (Applied Biosystems) o similar
Toallas suaves desechables “Kimwipes”, marca Kimberly-Clark o similar
Tubos para microcentrifuga de 1,5 mL, nuevos y estériles

Nota 1: Las puntas para micropipetas y los tubos para microcentrifuga deben ser nuevos y
autoclavados.

* La variabilidad permitida para el equipo volumétrico puede estar entre el 5% vy el 20%,
dependiendo del procedimiento de verificacion de la misma (ver procedimiento de Gestién de
casos e interpretacion de resultados, Unidad de Genética Forense, Seecion Bioquimica, P-DCF-
ECT-BQM-52).

5 Reactivos y Materiales de Referencia:

Agua de tubo

Agua desionizada Milli-Q o similar.

Descontaminante de ADN y ADNasas: DNA Away, Cat 7010 o similar

Etanol al 70% (anexo 2)
Etanol al 95% preparado, comercial.

Hielo en escarcha

Kit de calibracion 7500 Real Time PCR Systems Spectral Calibration Kit I y II (Applied

Biosystems), parte 4349180;-que contiene:

e 7500 spectral calibration plate with NED™ Dye, parte 4349408 o similar

e 7500 spectral calibration plate with ROX™ Dye, parte 4349411 o similar

e 7500 spectralrcalibration plate with FAM™ Dye, parte 4349762 o similar

e 7500 speetral.calibration plate with VIC® Dye, parte 4349408 o similar

e 7500 spectral calibration plate with JOE Dye, parte 4349409 o similar

e 7500 spectral calibration plate with TAMRA Dye, parte 4349410 o similar

e 7500 spectral calibration plate with SYBR Green Dye, parte 4349763 o similar
e 7500 spectral calibration plate with CY3 Dye, parte 4349412 o similar

e 7500 spectral calibration plate with CY5 Dye, parte 4349413 o similar

e 7500 spectral calibration plate with TEXAS RED Dye, parte 4349414 o similar

e 7500 spectral calibration plate with ROI, parte 4349415 o similar
e 7500 Spectral calibration plate Background, parte 4330124 o similar

e 7500 spectral calibration plate with MUSTANG PURPLE Dye, parte 4461599 o similar
e 7500 spectral calibration plate with JUN Dye, parte 4461593 o similar
e 7500 spectral calibration plate with ABI Dye, parte 4461591 o similar
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¢ Placa de verificacion del funcionamiento del instrumento: 7500 Real Time PCR Systems
(Applied Biosystems), TagMan RNAse P 96-well Instrument Verification Plate, parte
4350587 o similar

e Kit de calibracién QuantStudio 3/5 que contiene:

e QuantStudio™ 3/5 Spectral Calibration Plate 1, 96-Well 0.2-mL (FAM™, VIC™, ROX™,
SYBR™ dyes), parte A26331 o similar

o QuantStudio™ 3/5 Spectral Calibration Plate 2, 96-Well 0.2-mL (ABY™, JUN™,
MUSTANG PURPLE™ dyes) parte A26332 o similar

e QuantStudio™ 3/5 Spectral Calibration Plate 3, 96-Well 0.2-mL ((TAMRA™, NED™,
Cy™5 dyes) parte A26333 o similar

e TagMan™ RNase P Instrument Verification Plate, 96-Well 0.2-mL parte 4432382 o
similar

e Region of Interest (ROI) and Background Plates,\96~Well 0.2-mL (2 plates)parte
4432364 o similar

e Quantifiler TRIO DNA Quantification kit (Applied Biosystems), que contiene el vial con la
mezcla de imprimadores (TRIO Primer Mix), el vial con la mezcla de reacciéon de PCR (THP
PCR Reaction Mix), un vial con el Buffer,de dilucion (THP DNA Dilution Buffer) y el vial con
el estandar de ADN humano (THP DNA Standard) con una concentracion de 100 ng/uL, P/
N 0607036, o similar. El kit se verifica tfimestralmente o cuando se utilice un lote nuevo
(*).

e Solucion de Cloro al 5%

e VIASURE, Real Time PCR detection Kits (CerTest, BIOTEC), que contiene: vial blanco (agua
libre de Rnasa-ADNassg~para reconstituir control positivo), vial rojo (ADN liofilizado), vial
morado (control negative), vial azul (buffer de rehidratacién), tiras de reaccién (mezcla de
cebadores, sondas, )tampon, estabilizadores, control interno), para la deteccién de
Neisseria gonorrheeae y Chlamydia trachomatis. El kit se verifica trimestralmente y cuando
se utilice un lote nuevo (*).

(*) Reactivos criticos.,) Ver el punto 7.3.3 Reactivos y suministros criticos del PROCEDIMIENTO
DE GESTION DE CASOS E INTERPRETACION DE RESULTADOS, UNIDAD DE GENETICA
FORENSE, SECCION DE BIOQUIMICA, para referirse al proceso de verificacion intermedia y de
prueba de nuevos lotes de reactivos.

6 Condiciones Ambientales:

El procedimiento de cuantificacion Tiempo Real empieza en laboratorio de pre amplificacidn
utilizando cualquier cuarto de PCR (1, 2, 3) y finaliza en el area de post amplificacién (laboratorio
de amplificacidn y electroforésis).

Para minimizar la posible contaminacion por sudor del analista, se recomienda trabajar, en areas
con aire acondicionado. La temperatura de esta area no debe ser registrada.

Los refrigeradores donde se encuentran los extractos para cuantificar deben mantener
temperaturas entre 2 a 8 °C £ 2°C y los congeladores entre -15 a -25° C + 2 °C. La temperatura

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Versién 01
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debe ser registrada al menos una vez al dia y registrarse en el Formulario: “Registro de
Condiciones de Temperatura de equipos de congelacion” y “Registro de Condiciones de
Temperatura de equipos de refrigeracion”.

El laboratorio de amplificacion y electroforesis debe mantener una temperatura ambiental entre
los 189C y 240C £2 ©°C. (El rango aceptable para el equipo es de 15 a 30 °C). Si la temperatura
ambiental esta fuera del rango, no es recomendado empezar la corrida.

La temperatura del laboratorio es revisada al menos una vez al dia, y registrada en el Formulario:
“Registro de condiciones de temperatura de un areas de trabajo” por el personal asignado a esta
funcion.

7 Procedimiento:

Nota 2: Este procedimiento describe la cuantificacion TRIO y=eldkit para deteccion de
enfermedades de transmisiéon sexual Viasure, disefiados para cuantificar ADN humano
(total/masculino) y la deteccién de patdgenos relacionados con™las‘infecciones de transmisién
sexual, especificamente, utilizando la metodologia de PCR tiempo real TagMan®.

Nota 3: El proceso inicia con la entrega del formulario para ¢uantificacion tiempo real (P-DCF-
ECT-BQM-34-R02) por los analistas, al encargado de cdantifi€acion, via correo electrénico o en
alguna unidad red local. Cada analista debera especificarél tipo de cuantificacion (Quantifiler Trio,
VIASURE (CT/NG), ademas, indicar si correspondémn a muestras indubitadas o dubitadas
(referencias, huesos, células epiteliales, residuos,atejidos, etc, o alguna otra indicacidon relevante).
Estos formularios deberan ser remitidos al/Encargado de Calidad o sustituto, de manera
trimestral, para su registro.

Nota 4: Como verificacidon del seguimiente_correcto de la metodologia implementada en este
procedimiento, el analista completara; por lote de muestras procesadas, el Formulario Lista de
Verificacion Procedimiento Cuantificacién.de ADN por PCR en Tiempo Real: Seccion de Bioquimica
y lo adjuntard al legajo digital déicada nimero de Orden de Trabajo analizado en ese lote de
muestras. Este formulario incluye el Formulario: “"Montaje de muestras en Equipos de la Unidad de
Genética Forense”, el cual debe‘completarse con las muestras por montar (segun las solicitudes
de cuantificacién entregadas par los peritos) verificando contra los microtubos recibidos, que todo
coincida.

Nota 5. Como gontrol de tendencias en el comportamiento de los controles, el analista
responsable completard, por grupo de montaje de muestras, la Hoja de calculo Graficos de control
Cuantificacion ADN (H-DCF-ECT-BQM-07) y de observarse alguna tendencia fuera de los
parametros establecidos se consultara con el Lider Técnico, para evaluar las posibles causas e
inclusive considerar repetir la cuantificacion. Este documento debera ser enviado al Encargado de
Calidad o sustituto de manera trimestral o cuando suceda alguna desviacion del proceso, para su
registro.

7.1 PROCEDIMIENTO DE CUANTIFICACION DE ADN HUMANO

7.1.1 Ingrese al laboratorio de pre amplificacion y coléquese guantes desechables sin polvo,
gabacha desechable (blanca) o limpia, mascarilla y cubre cabeza.

Nota 6: No debe ingresar con la gabacha que se emplea en el area de Post Amplificacion
(celeste) al area de Pre Amplificacion.

7.1.2 Encienda la camara de flujo laminar a utilizar y complete los registros de uso.

7.1.3 Limpie con descontaminante de ADN y ADNasas -DNA Away 6 DNA Zap 1 y 2 (rociando
primero el spray 1 vy luego el 2, y finalmente con agua destilada libre de ARNasas)- y/o etanol,
P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
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al 70% el interior de la cdmara estéril o de flujo laminar utilizando toallas suaves desechables.
Limpie de la misma manera las pipetas e introduzca las mismas dentro de la cdmara junto con
las puntas a utilizar, el soporte para placa éptica, la placa dptica de 96 pocillos, la almohadilla
para PCR, microtubos de 1,5mL y los guantes sin polvo e irradie con luz ultravioleta de 15 a 30
minutos. Para continuar con el proceso de cuantificacién utilizando el pipeteador automatizado
QIAgility ver anexo N.© 3, o utilizando el pipeteador automatizado Hamilton MicroLAB NIMBUS,
ver anexo N.0 4,

7.1.4 Descongele los reactivos del kit a utilizar y coléquelos en hielo escarchado. No es
necesario colocarlos en hielo si se realiza el procedimiento automatizado. Tanto el THP PCR
reaction Mix como el TRIO Primer Mix, deben mantenerse protegidos de fuentes directas de luz
(una envoltura con papel aluminio puede ser una opcion). La exposicion excesiva a la luz
pueden afectar las sondas fluorescentes.

7.1.5 Agite todos los reactivos entre 3 a 5s en el agitador tipo vortexsy luego centrifugue
brevemente durante 3s a menos de 3000rpm.

Nota 7: Complete los registros de uso de los demas“equlipos como micropipetas,
centrifugas o robots automatizados (Qiagility, Nimbus, e, similar si fuese el caso).

Nota 8: Antes de preparar los reactivos, tome en cuenta que para la curva de calibracion, la
serie de diluciones del estandar debe montarse minimo)por’duplicado y montar al menos un
control negativo de PCR (rotulado como CN-Q), asi¢stomo dos controles positivos (alicuota del
ADN estandar 3, concentracion de 0,50 ng/pL) y«al menos un NTC (“Non Template Control”).
Los estandares de cuantificacién son criticos para-el calculo correcto de la cantidad de ADN
presente en las muestras, por lo que cualquier error al hacer las diluciones afectara
directamente la calidad de los resultados. Ademas, para asegurar exactitud durante el pipeteo,
el volumen minimo inicial de ADN para preparar la serie de diluciones es de 10uL, pero se
pueden preparar las diluciones a partir-de volumenes mayores, como 20uL o 50uL.

7.1.6 Preparacion manual de‘la\curva de calibracion.
7.1.6.1 Coloque 5 microtubos de\1,5 mL, nuevos y estériles en una gradilla.

7.1.6.2 Rotule los microtubes como: Std 1, Std 2, Std 3, Std 4, Std 5, ademas anote la
fecha y kit utilizado, en caso de que necesite reutilizar los reactivos en otra ocasién.

Nota 9: Dgebe\usar siempre una punta diferente para cada volumen de estdndar y
muestra~~dispensado. Descarte todas las puntas utilizadas en el recipiente de
punzocortantes que se encuentra dentro de la camara de flujo laminar. Se puede
incluir un punto adicional de 100 ng/uL si es necesario, sin perderse la linealidad de
la curva; para ello pipetee 2uL directamente del THP DNA standard en el pocillo de
interés.

7.1.6.3 Agregue 10uL de buffer de dilucidon del kit TRIO al tubo rotulado como Std1.

7.1.6.4 Agregue 90uL del buffer de diluciéon del kit Trio a los tubos rotulados como Std2,
Std3, Std4, Std>s.

7.1.6.5 Agregue 10uL del reactivo con el estandar respectivo (concentracion 100 ng/uL), en el
tubo rotulado Std 1.

7.1.6.6 Agite en agitador tipo Vortex entre 3 y 5s, y centrifugue por aproximadamente 3s en
la centrifuga para microtubos de 1,5ml.

7.1.6.7 Agregue 10pL del Std 1 en el tubo rotulado como Std 2.
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7.1.6.8 Agite en agitador tipo Vortex a alta velocidad entre 3 y 5s, y centrifugue entre 3 y
5s.

7.1.6.9 Agregue 10pL del Std 2 en el tubo rotulado Std.3.
7.1.6.10 Agite en agitador tipo Vortex entre 3 y 5s. y centrifugue entre 3 y 5s.
7.1.6.11 Agregue 10pL del Std 3 en el tubo rotulado Std.4.
7.1.6.12 Agite en agitador tipo Vortex entre 3 y 5s, y centrifugue entre 3 y 5s.
7.1.6.13 Agregue 10pL del Std 4 en el tubo rotulado Std. 5.
7.1.6.14 Agite en agitador tipo Vortex entre 3 y 5s y centrifugue entre 3 y 5s.

7.1.6.15 El procedimiento anterior se resumen en el siguiente cuadro (cuadro 1):

Cuadro 1. Preparacion de la serie de diluciones del respectivo, estandar_de ADN

Estandar | Concentracion Cantidades de reactivo Factor de
final (ng/pL) dilucién
Std 1 50,000 10 pL (100 ng/uL estandar) + 10 pL buffer 2X
de dilucion.
Std 2 5,000 10 pL Std“t™==90 pL buffer de dilucion. 10X
Std 3 0,500 10 plr Std.2 + 90 pL buffer de dilucion. 10X
Std 4 0,050 10 pL'Std 3 + 90 pL buffer de dilucién. 10X
Std 5 0,005 10 pL Std 4 + 90 pL buffer de dilucion. 10X

7.1.7 Determine el numéro total de muestras por analizar. En este calculo se debe incluir Ia
serie de diluciones del=estdndar por duplicado, controles negativos de la reaccion (CN-Q) y
controles positivos de.la reacciéon (CP PCR). Ademas, sume 3 o 4 reacciones (aproximadamente
un 10% mas) a este nimero para compensar la pérdida de volumen por el error de pipeteo.

7.1.8 Calcule el volumen a dispensar de la mezcla de imprimadores y de la mezcla de reaccion
de la PCR para preparar el Master Mix (MM) usando el siguiente cuadro (ver cuadro 2):

Cuadro 2: Componentes de la reaccion

Componente Volumen por Volumen por media Namero de

reaccion (L) reaccion (pL) reacciones
Mezcla de imprimadores (Primer Mix) 8,0 4,0 *
Mezcla de reaccion (PCR Reaction Mix) 10,0 5,0 *

*Multiplique por el nimero de pozos que se utilizaran en la reaccion. Ejemplo: Si se van a utilizar
8 pozos, se debe multiplicar el volumen de la reaccién por 8.

7.1.9 Rotule un microtubo nuevo y estéril con la indicacion de MM
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7.1.10 Agite en vortex entre 3 y 5s los reactivos (primer mix y PCR reation mix), centrifugue
entre 3 y 5s y afiada la mezcla de reaccién segun los calculos del cuadro 2.

7.1.11 Finalmente agite en vortex la mezcla entre 3 y 5s y centrifugue entre 3 y 5s.

7.1.12 Tome la placa de reaccidon de 96 pozos y coldquela sobre una hilera con escarcha,
protegida en su parte superior por la almohadilla para PCR (previamente autoclavada e
irradiada).

Nota 10: La rotulacion de la placa es opcional y debe realizarse en los lados de la misma,
esto para evitar cualquier tipo de transferencias de tinta al blogue del equipo, las cuales
podrian generar interferencias en la lectura de datos del equipo.

7.1.13 Agregue 18 pL (reacciéon completa) o 9 puL (media reaccién) de la mezcla rotulada como
MM a los pozos de la placa donde se cuantificaran los estandares, las muestras y los controles
positivo y negativo. Al terminar, tome la placa por los lados, cuidadosamente y sin invertirla de
posicién, levantela y revise (manteniéndola en posicién horizontal) cen cuidado que todos los
pocillos a usar contengan la cantidad deseada de reactivo. Ver figurazl«

Figura 1. Vista posterior de la placa delreaccién de 96 pozos.

7.1.14 Mantenga en el hielo escarchado los reactivos que no se consumieron, mientras los
almacena en refrigeracion o congelacién_segun el reactivo.

7.1.15 Agite en agitador tipo Vortex los tubos preparados conteniendo la serie de diluciones
del estandar entre 3 y 5s. Lue@oscentrifugue entre 3 y 5s.

7.1.16 Agregue 2uL (reaccion,completa) o 1uL (media reaccidon), de cada una de las diluciones
del estdndar de la curva, dé calibracion, asi como el control positivo (estandar 3 de la curva de
calibracién) y el control negativo (buffer de dilucién del kit respectivo); en los pozos destinados
para la serie de dilliciones del estandar, asi como controles y muestras.

Nota 11: Al agregar cada estandar, mezcle varias veces con la misma punta (aspirando y
dispensando) sin llegar hasta el tope final de la micropipeta, ni tampoco llevarse la muestra al
descartar la punta. Use la almohadilla para PCR esterilizada, para que las demas filas de
pocillos permanezcan cubiertas y vaya abriendo espacio conforme avanza las filas (de esta
forma se reduce el riesgo de una posible contaminacion). Para tener presente el orden de los
pozos, utilice el esquema de montaje como guia. Se debe tener en cuenta para la realizacion
del proceso de cuantificacion que NO se deben mezclar muestras dubitadas (indicios) con
muestras indubitadas (referencias) en la misma corrida, lo anterior tomando en cuenta la
categorizacidon realizada por el perito en el Formulario “Entrega Muestras Cuantificacién”. Los
restos dseos, se consideran como patrones de referencia la mayoria de los casos, por lo tanto,
no es recomendable cuantificarlos junto con otros indicios como células epiteliales, sangre,
semen o saliva.

7.1.17 Al terminar de agregar las muestras, coloque cuidadosamente la placa optica en el
soporte, de manera que encaje bien en los agujeros.
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7.1.18 Tape la placa utilizando un cobertor 6ptico adhesivo. Para esto, retire el protector del
plastico del engomado y delicadamente coléquelo encima de la placa teniendo el cuidando que
no queden burbujas. Ver figura 2.

Figura 2. Cobertor 6ptico adhesivo, para placagde reaccion.

7.1.19 Deslice el aplicador tipo lenglieta o paleta plastica ejerciendo firmemente presion
vertical y horizontal para sellar toda la microplaca (debesquedar bien ajustada para prevenir
contaminacion, evaporacion, irregularidades). Finalmente ‘remueva las pestafias sobrantes por
la linea punteada. Ver figura 3. Preferiblemente utilizar<letes de adhesivos dpticos vigentes,
debido a que su calidad adhesiva se puede ver afectada‘con los anos. Si nota irregularidades o
desprendimiento del protector dptico, cambie a un nuevo lote.

~\S

Figura
3. Colocacion del cobertor dptico adhesivo sobre para placa de reaccion.

7.1.20 Tome la placa por los lados, cuidadosamente y sin invertirla de posicion, levantela y
revisela (manteniéndolas€n posicion horizontal), si en el liquido de la reaccién se observan
burbujas, centrifugueila placa a 3000 rpm por 1min, utilizando una centrifuga para placas de
96 pozos (ubicada eny post-amplificacion). Si luego de centrifugar aun se observan burbujas,
repita la centrifugacién. Si continua observando burbujas, recuerde que las altas temperaturas
en los ciclados de la cuantificacidon las puede eliminar.

7.1.21 Limpie la mesa de trabajo, céamara de bioseguridad y equipo utilizado con papel toalla o
kimwipes impregnado de con DNA Away o similar y/o etanol de 70% y deje irradiando con luz
UV por al menos 15min.

7.1.22 Retirese la gabacha, cubre cabeza, guantes (opcional) y trasladese al laboratorio de
post-amplificacién. Tome una gabacha celeste y continué con la programacién del
termociclador de PCR-Tiempo Real ABI7500 o QuantStudio 5. Andtese en el libro de uso
respectivo y utilice cualquiera de ellos.

7.2 TERMOCICLADOR TIEMPO REAL

7.2.1 Encienda la computadora del equipo y desbloquee la sesién ingresando como
administrador usando la contrasefa requerida: “Administrator”. Como precaucién compruebe que
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la computadora y el equipo estén conectados a la red de soporte eléctrico o a una fuente de poder
alternativa.

7.2.2 En caso de usar el ABI 7500, encienda el equipo presionando el botdn azul con el logotipo
de encendido, que se encuentra en la parte frontal y derecha del mismo.

7.2.3 En caso de usar el QuantStudio 5, encienda el equipo mediante el uso del interruptor que
se encuentra en la parte trasera y derecha del mismo.

7.2.4 Abra la aplicacion HID Real-Time PCR Analysis Software v1.3 o superior (icono color
naranja) haciendo doble click en la misma. Ver figura 4.

ERLCEr2 RS
e B | |

0l
applied

- B biosystems'

Lt

Figura 4. Icono de aplicacién,HID Real-Time PCR Analysis Software v1.3 o superior

7.2.5 En la pantalla de Login que,se despliega a continuacién, ingrese con el User Name de:
GUEST vy seleccione la opciontde "Log in as Guest” en la parte inferior izquierda de la ventana.
Ver figura 5.
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=
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Figura 5. Cuadro de dialogo Login de la aplicacion HID Real-Time PCR Analysis Software v1.3 o
superior.

7.2.6 Si la conexién entre el termociclador y la computadora es correcta el software abre en la
pantalla principal, pero si el termociclador se encuentra apagado se genera una alerta con el
aviso: Instrument Conection Failed. En este punto tenemos la opcién de reintentar “Retry” o
de continuar sin conexién (Continue without Connection), Uutil cuando solamente queremos
realizar analisis de datos, elaborar reportes, revisar calibraciones, crear nuevos proyectos, entre
otros.

7.2.7 El programa puede mostrar un cuadro de dialogo como recordatorio de que una o varias
calibraciones han expirado o no son validas, (One or More Calibrations is Expired or Not
Valid), seleccione la opcion Ignore & Continue Startup si comprobamos que es un error del
software o dirijase a la barra de herramientas para proceder con la calibracién del equipo. Ver
figura 6.

E B O

> .
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Figura 6. Cuadre de dialogo que puede presentarse como alerta del equipo.

7.2.8 Si ya tenemos Un éxperimento creado, seleccione la opcién Open de la barra de
herramientas en lasparte-superior izquierda y busque en el disco (C): Applied
Biosystems/7500/Experiments/afio/ o Applied Biosystems/QuantStudio5/Experiments/ano/, el
nombre de archivo asignado en el Experiment Name y seleccione la opcidon Open en la parte
inferior derecha de esa ventana.

7.2.9 Tome en cuenta que podemos utilizar un experimento anterior como plantilla (template) y
posteriormente modificar las muestras y salvar como un nuevo experimento, sin embargo, a
continuacién se explicara como crear un nuevo ejercicio de cuantificacion.

7.2.10 Seleccione del menu desplegable el kit a utilizar, Quantifiler Trio. Ver figura 7.
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Figura 7. Pantalla de inicio de la aplicacion HID Real-Time Analysis Software v1.3 o
superior

7.2.11En la opcion Experiment menu, seleccione la opc'é@tup y en la opcion Experiment
ﬁ%\ﬁ n
Jjemp

Properties llene la informacion Experiment N la informacién de fecha e iniciales
del analista segun formato DDMMAA_XXX. (p& lo, 07 de febrero del 2023, Erick
Esquivel Campos, sera 070223_EEC)(Ver figura'8) ademas, de incluir el nombre del kit,
nimero de lote utilizado, fecha de vencimi direccidon en donde se encuentra
guardado el archivo en digital de la cor pleta
(Escritorio/Corridas/Aﬁo/mes/ia 1a).

- S
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Figura 8. Configuracion inicial para un nuevo experimento, Software v1.3 o superior
7.2.12 Seleccione la opcion Plate Setup en el menu del programa, parte izquierda. (ver figura 9)

7.2.13 Seleccione Define Targets and Samples
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Figura 9. Configuracién y opciones para @go de datos
7.2.14 Seleccione la opcion Add New Sample y anote s de la muestra para analisis en el
espacio agregado. Este paso debe repetirse para cad ra, incluyendo el control positivo de
PCR, el control negativo de PCR (CN-Q) y los contro e ex

traccion de cada perito, ver figura 10.
Nota 12: Los estandares de la curva de calibra€ié

n este paso son incluidos por el software
automaticamente.
T i T W0 B e R 11 pe=: ’ B |
R T pratmy——— W i P — = -
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|
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Figura 10. Configuracidn y opciones para el ingreso de muestras y controles de un nuevo
experimento en la aplicacién HID Real-Time PCR Analysis Software v1.3 o superior

7.2.15 Seleccione Assign Targets and Samples en la parte superior derecha de la ventana, se

desplegara del lado derecho un esquema de la Microplaca de 96 pocillos y del lado superior
izquierdo un listado con cajas para ir dando check. Ver figura 11.
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Figura 11. Esquema de configuracidén y opciones para\asignar los datos en los pocillos

Nota 13: La posicion de los estandares debe modificarse para facilidad de lectura de los
resultados de los analisis. Los mismos deben trasladarse de la posicion original a la fila A,
completando la posicién del Al al A10. De la misma‘forma se deben asignar las concentraciones
correctas a los estandares una vez reasignadassde,posicion.

7.2.16 Seleccione los pocillos B1-B2, C1-C2,"B1-D2, E1-E2, A3-A4 y eliminelos haciendo click
derecho con el mouse y seleccionando la opcion Clear. Ver figura 12

7.2.17 Seleccione los pocillos A3-A4{y seleccione del menu Assign Targets and Samples la
opcion Standard 2. Ver figura 13.

7.2.18 Seleccione los pocillos_A5-A6 y seleccione del menlu Assign Targets and Samples la
opcién Standard 3.

7.2.19 Seleccione los pacillos*A7-A8 y seleccione del menU Assign Targets and Samples la
opcion Standard 4.

7.2.20 Seleccioneflos_pocillos A9-A10 y seleccione del menu Assign Targets and Samples la
opcion Standard 5.
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Figura 12. Esquema para asignar los controles y muestras en los pocillos

7.2.21 Seleccione cada dupla de pocillos del A3 al A10 y en el menu Assign target to the
selected wells corrija los valores de cantidad “Quantity” para cada dupla de estandar
correspondiente para los parametros T. Large autosomal, T. small autosomal y T.Y. Ver
figura 13. A saber:

e Trio Standard 1 (A1 y A2)= 50 ng/uL

e Trio Standard 2 (A3 y A4)= 5,0 ng/uL

e Trio Standard 3 (A5 y A6)= 0,5 ng/uL

e Trio Standard 4 (A7 y A8)= 0,05 ng/uL

e Trio Standard 5 (A9 y A10)= 0,005 ng/uL
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Figura 13. Esquema para,asignar los valores de la curva y controles en los pocillos

Nota 14: Cada corrida debe centar con al menos dos CP PCR (Std 3) y un CN PCR (2uL de Buffer
de dilucidon THP DNA Dilutien Buffer). La posicion donde vayan colocados es opcional, siempre que
esté adecuadamente indicados en los esquemas de montaje.

7.2.22 Asigne seguidamente la posicion a las demas muestras agregadas de acuerdo con el
esquema de montaje:

7.2.23 Seleccione el colorante de referencia pasiva: MP.

7.2.24 Seleccione la opcion Save de la barra de herramientas en la parte superior de la pantalla.
En caso de utilizarse el ABI 7500, el archivo se almacenara en el equipo en C/APPLIED
BIOSYSTEMS/7500/EXPERIMENTS/ como un archivo de extension .eds. En caso de utilizarse
el QuantStudio, el archivo se almacenaréa en el equipo en C/APPLIED
BIOSYSTEMS/QuantStudio5/EXPERIMENTS/. Ver figura 14
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Figura 14. Ruta de guardado del experimento en el equipo y e?e'ﬂsién del archivo (.eds)

7.2.25 Seleccione del menu a la izquierda de la pantalla el /boton/que dice RUN. Aparecera en la
pantalla un esquema de la placa a la derecha y un 3 @: la izquierda. Si el equipo esta
encendido y debidamente conectado a la computador parte de arriba del esquema de la
placa aparecera el aviso connected (ver figura 15) €n, color verde neon, si no es asi aparecera el
aviso Disconnected (ver figura 16) en color rojo (en ‘este caso verifique que el equipo 7500 o
QS5 correspondiente esta conectado al comp ademas se encuentra encendido).
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Figura 15. do de la conexidn del termociclador Tiempo Real, con el computador
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Figura 16. Estado de la conexién del termociclador Tiempo Real, con el computador

7.2.26 En caso de utilizar el ABI7500, abra el compartimento empujando suavemente la
depresién circular que se observa en la parte frontal inferior.

7.2.27 En caso de utilizar el QuantStudio 5, abra el compartimento presionando la flecha que se
encuentra en la esquina superior derecha, en la pantalla tactil del equipo.

7.2.28 Cargue la placa O6ptica, asegurandose de que el pocillo Al coincide con la posicidn
marcada en el equipo.

7.2.29 Inicie la corrida dando click al botdn verde en la parte superior izquierda “Start Run" en
color verde. Ver figura 17.

D

i ... 20N

Figura 17. Botdn de acciémpara empezar el analisis del experimento.

7.2.30 Una vez iniciada la corrida; ‘puede monitorear el avance de la misma, seleccionando del
menu a la izquierda, la opcién “Temperature Plot”. Ver figura 18

e 4 b omi=a S |
Figura 18. Pantalla de monitoreo del experimento (temperatura vrs Tiempo).
7.2.31 Al finalizar la corrida, se despliega en la pantalla un esquema de la microplaca y un
resumen de la corrida con indicadores de conformidad para valor obtenido en los parametros de

pendiente de la curva de calibracion, R cuadrado, muestras con poco o mucho ADN, lectura de los
fluoroforos, entre otros. Ver figura 19.
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Figura 19. Esquema de la microplaca y resumen de los_parametros de interés (R?,
pendiente, intercepto, ICP).

7.2.32 Podemos utilizar una curva virtual generada por elksoftWware, para analizar los datos,
esto nos ayudara para optimizar los resultados (eficiencias del 100% por ejemplo), para
economizar recursos de reactivos, o reemplazar la €urva manual en caso de que esta no
cumpla con algun parametro. Sin embargo, la alertafIPCCT se activara por defecto en todas las
muestras, y no se graficara la pendiente, el intercépto*o R? originales. Aplique una curva virtual
vigente y analice los datos.

7.2.33 Seleccione la opcion Save de la barra de herramientas en la parte superior izquierda
de la pantalla. Luego revise que los valorés obtenidos en las curvas de calibraciéon y controles,
coinciden con los criterios de aceptacidn.

7.2.34 Los resultados de la cuantificacion brindados por el termociclador de PCR-Tiempo Real
se guardan en la computadora del~equipo, direcciéon Escritorio/Corridas/Aino/mes/fecha y
en un dispositivo de almacenamiento portatil, donde ademas se colocan los reportes de
cuantificacion correspondientes/a~cada grupo de trabajo de la seccion (Controles negativos de
Cuantificacién mas las muestras) y el reporte de degradacién.

7.2.35 Una vez hechg”@sto, proceda a apagar el termociclador, cerrar el programa y apagar el
computador.

7.2.36 Si el esquema de montaje es fisico, se debe escanear, adjuntar al lejado digital y
archivarlo en la bodega de documentos con el encargado. (ver procedimiento Gestion de casos e
interpretacion de resultados, unidad de genética forense).

7.3 PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE INFECCIONES DE TRANSMISION
SEXUAL UTILIZANDO EL TERMOCICLADOR TIEMPO REAL

7.3.1 Cuantificacion Kit VIASURE

7.3.2 El Kit estd disefado para la identificacion y diferenciacion especifica de Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium (Mix 1), Trichomonas vaginalis,
Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum y/o Mycoplasma hominis (Mix 2), Herpes virus 1,
Herpes virus 2 y Treponema pallidum (Mix 3). El DNA es extraido a partir de las muestras clinicas
y amplificado posteriormente mediante la técnica de PCR a tiempo real.

7.3.3 El kit se puede almacenar hasta su uso en temperatura ambiente (2°C a 40°C). No se
recomienda usar el kit después de la fecha de caducidad y proteger siempre de fuentes de luz
directa.
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7.3.4 Procedimiento para deteccion de enfermedades utilizando el kit Mix 1

7.3.5 Ingrese al laboratorio de pre-amplificacion, coléquese guantes desechables sin polvo,
gabacha desechable (blanca) o limpia, mascarilla y cubre cabeza

7.3.6 Encienda la cdmara de flujo laminar a utilizar y complete los registros de uso.

7.3.7 Limpie el drea y materiales de trabajo con alcohol 70%, DNA Away o similar e irradie con
luz ultravioleta de 15 a 30 minutos.

7.3.8 Reconstituya el control positivo (liofilizado en vial rojo), para las muestras del Mix 1,
afiadiendo 200 pL de agua libre de RNAsa/DNAsa (vial blanco), mezclar bien con la ayuda del
vortex y almacenar en congelacion. Se recomienda separar en alicuotas para minimizar los
ciclos de congelacion y descongelacion (estable hasta por 6 ciclos).

7.3.9 Prepare las muestras y reactivos adicionales segun lista de verifieacién de cuantificacién.
7.3.10 Calcule el nimero de pruebas a utilizar segun la lista de montaje.

7.3.11 El kit VIASURE para determinar infecciones de transmision¥Ysexual puede venir en 2
presentaciones distintas de tubos de reaccién. En caso de que,se utilicen microtubos de reaccion
transparentes, coloque los microtubos en un bloque o sgporte/para mejor manipulacion (los
soportes de las placas de reaccidon son una buena opcién\para dar sostén a los microtubos) y
retire el aluminio protector. Se debe incluir como minim@_un«control positivo y un control negativo
de PCR. Ver figura 20.

T T ST s
| |

Figura.20. Soporte para placa y microtubos de reaccion transparentes
7.3.12 Afada 15 pL del buffer de rehidratacién (vial azul) en cada tubo de reaccién.

7.3.13 Afada 5 pL de cada muestra, 5 uL de cada control (control positivo-vial rojo, control
negativo-vial morado) y cierre los pocillos con las tapas plasticos suministrados. Opcionalmente se
pueden rotular las tapas de los microtubos para tener mejor control visual y orden de las
muestras.

7.3.14 Homogenice mediante vortex y centrifugue brevemente, asegurandose de que el liquido
quede en el fondo. Para mayor facilidad, se recomienda centrifugar los microtubos dentro de un
vial de mayor capacidad (1,5 ulL).

7.3.15 Transfiera todo el contenido del microtubo en una placa ABI de 96 pocillos segun la
disposicion de la lista de verificacién. Se recomienda utilizar la almohadilla para proteger las
muestras y utilizar puntas de 20 ulL para este paso.

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




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 12 PAGINA: 23 de 48

PROCEDIMIENTO PARA LA CUANTIFICACION DE ADN P-DCF-ECT-BQM-34
UTILIZANDO EL TERMOCICLADOR PCR TIEMPO REAL

7.3.16 Revise la placa comprobando que todos los pocillos tengan volumen de reaccion y séllela
con protector Optico. Guarde las muestras y reactivos segun corresponda, limpie el area de
trabajo.

7.3.17 Retirese la gabacha, cubre cabeza, guantes (opcional) y trasladese al laboratorio de post
amplificacién. Tome una gabacha celeste y continué con la programacion del termociclador de
PCR-Tiempo Real ABI7500 o QuantStudio 5. Andtese en el libro de uso respectivo y utilice
cualquiera de ellos.

7.3.18 Si utiliza la presentacion de tubos de reaccidn blancos en tiras de 8 pocillos, cologue la
cantidad de tubos a utilizar en un soporte adecuado para la adecuada manipulacién y retire el
aluminio protector. Se debe incluir como minimo un control positivo y un control negativo de PCR.
Ver figura 21.

Figura 21. Soporte para placa y tubos de reaccion blancos

7.3.19 Anada 15 pL del buffer de rehidratacion, 5 uL de muestra, 5 uL de controles y cierre los
pocillos con las tapas dpticas suministrados en cada tubo de reaccién.

7.3.20 Homogenice mediante vortex y centrifugue brevemente, asegurandose de que el liquido
quede en el fondo.

7.3.21 Si se observan burbujas en la placa, centrifugue 1 min a 3000 rpm. Si continua
observando burbujas, recuerde que las altas temperaturas en los ciclados de la cuantificacion las
puede eliminar.

7.3.22 Coloque las tiras directamente sobre el termociclador, con la tapa plastica y sin ningun
soporte.

7.3.23 Encienda el termociclador tiempo real, y continué con la programacion en el equipo.
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7.3.24 Programacion Termociclador Tiempo Real, software HID, v1.3 o superior

7.3.25 En el menu principal, seleccione Assays, luego Custom Assays, seguidamente abra
una plantilla para Viasure (C:/Appplied Biosystems/7500/experiments/Viasure) o
(C:/Appplied Biosystems/QuantStudio5/experiments/Viasure) y edite la fecha del experimento,
las muestras, los controles, pocillos de interés, posicion de las muestras y “targets” o
seleccione un experimento anterior y modifiquelo para crear una nueva corrida.

7.3.26 Si desea crear un experimento nuevo paso a paso siga las siguientes instrucciones:

7.3.27 A. Configuraciones:

Nombre del experimento: por ejemplo: ddmmaa_EEC Lote_ EXPddmmaa
= Instrumento: ABI7500 o QuantStudio 5 (96pocillos 0,2-mL)
= Tipo de experimento: Presencia-ausencia
= Reactivos utilizados: Otros
= Tiempo de rampa: estandar (2 horas)
7.3.28 B. Configuracion de la placa

7.3.29 Seleccione definir objetivos y muestras: andada“un nuevo objetivo, junto con su
reportero, aceptor y color especifico (cuadro 4):

Cuadro 4: Ajustes del termociclador segun los patdgenos utilizados

Target name Reportero Aceptor Color
MM 1. N.gonorrhoeae ROX Ninguno NARANJA
MM 1. M. genitalium VIC Ninguno AMARILLA
MM 1. C. trachomatis FAM Ninguno VERDE
MM 1. IC CY5 Ninguno ROJO
MM 2. U. parvum FAM Ninguno NARANJA
MM 2. U. urealytietm VIC Ninguno AMARILLO
MM 2. T. vaginalis FAM Ninguno VERDE
MM 2. M. hominis CY5 Ninguno ROJO

7.3.30 Defina las muestras y controles del experimento, y asignelos en la plantilla. En la
configuracion de la referencia pasiva, seleccione “none” (ninguna).

7.3.31 C. Configuracion método de corrida

7.3.32 Seleccione “Run method” y defina las etapas, temperaturas y duracion de los ciclos
(cuadro 5). Defina el volumen de muestra en 20uL.

Cuadro 5. Programacion de rampa del termociclador

Ciclos Etapa Tiempo | Temperat
ura
1 Activacién de la polimerasa 2 min 95°C

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



file:///C:/Users/ahernandezb/AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Content.Outlook/Appplied
file:///C:/Users/ahernandezb/AppData/Local/Microsoft/Windows/INetCache/Content.Outlook/Appplied

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 12 PAGINA: 25 de 48

PROCEDIMIENTO PARA LA CUANTIFICACION DE ADN P-DCF-ECT-BQM-34
UTILIZANDO EL TERMOCICLADOR PCR TIEMPO REAL
Desnaturalizacion 10 seg 95°C
45 Hibridacion/Elongacién (Recogida de |50 seg| 60°C
datos*)

7.3.33 Los datos de fluorescencia deben recogerse durante la etapa de elongacion (*) a
través de los canales FAM (Chlamydia trachomatis y Trichomonas vaginalis), HEX, JOE o VIC
(Mycoplasma genitalium y Ureaplasma urealyticum), ROX (Neisseria gonorrhoeae y Ureaplasma
parvum) y Cy5 (Control Interno y Mycoplasma hominis).

7.3.34 E. Lista Materiales: No aplican cambios.

7.3.35 F. Run: Revise todas las configuraciones, verifique que el equipo este conectado
(instrument status: connect), calibrado y comience el experimento en “Start Run”.

7.3.36 G. Analisis

7.3.37 Finalizada la corrida, ajuste los parametros de analisis; seleccione “Amplification plot”,
plot settings” y defina: Plot type: ARn vs Cycle, Graph type: Lineatyy, Color: target.

7.3.38 En analisys settings: des-seleccione “Use default settings” de todos los objetivos, de
esta se podran editar los cortes y lineas bases de los objetivos.

7.3.39 Seleccione Options, en plot settings, para ajustar=el umbral objetivo de cada analito.
Como referencia se utiliza: Control interno: 20000, Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae y M. genitalium en 50000 RFUs.

7.3.40 Primero analice los controles y luege™ lasN\muestras. Revise la opcién "QC summary",
para detectar alarmas o alertas y su frecuencia.

7.3.41 Guarde la corrida (experimento) en.el computador (dd/mm/aa_"iniciales del analista”),
en la ruta: escritorio/corridas/afio/fecha\y en un dispositivo de almacenamiento masivo donde
pueda realizar un backup de los dataess

7.3.42 Algunos pocillos pueden tener una derivada anormal de la fluorescencia durante los
ciclos iniciales de la carrera, dando lugar a una linea ascendente no sigmoidea. Si observa este
efecto, modifique la linea base|(Baseline): Seleccione los valores para Start Cycle y End Cycle
de forma que la linea ‘base termine antes del comienzo de la deteccién de un aumento
significativo de la fluofeseencia; los niveles de RFUs por consecuencia seran mayores.

7.3.43 H. Interpretacion de resultados

7.3.44 El experimento se considera fallido si se muestra una senal de amplificaciéon en el
control negativo de PCR o no presenta sefial de amplificacion en el control positivo PCR. Los
valores de corte para el control positivo y estandar interno deben ser menores de 30. Repita la
cuantificacion de los controles para confirmar-descartar los resultados.

7.3.45 Si el control negativo de extraccion (CN ext) presenta una sefial de amplificacion, repita
el (los) control (es) para descartar una posible contaminacién. Si el control positivo de
extraccion (CP ext) no presenta una sefial de amplificacion, repita el (los) control (es) para
descartar una posible contaminacion.

7.3.46 La seiial del control interno se puede inhibir, debido a la presencia de un alto nimero
de copias del acido nucleico de la muestra, causando una amplificacion preferencial de esta
Gltima; diluir la muestra 1:10 es una recomendacién en estos casos.

7.3.47 Una muestra se considera positiva para Chlamydia trachomatis si muestra sefial de
amplificacién en el canal FAM (verde), el valor CT obtenido es menor a 40 y el control interno
muestra o no sefial de amplificacion.
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7.3.48 Una muestra se considera positiva para Neisseria gonorrhoeae, si muestra sefal de
amplificacion en el canal ROX (naranja), el valor CT obtenido es menor a 40 y el control interno
muestra o no sefial de amplificacion.

7.3.49 Una muestra se considera negativa, si no se detecta una curva de amplificacion
sigmoidea por encima del umbral y el control interno si la presenta.

7.3.50 Los resultados son cualitativos, no existe relacién entre el Ct obtenido y la cantidad de
patdgenos en la muestra.

7.3.51 1. Reporte de resultados

7.3.52 Imprima el reporte general de corrida en formato pdf (Print report), selecciones todas
las casillas y respalde en escritorio y dispositivo de almacenamiento.

7.3.53 Para el reporte de resultados, en analisis, seleccione la pestafiariView Well Table”, en la
opcién “Group By”, agrupe por “sample name” o “target” y tome-una foto o impresién de
pantalla donde se observe el Ct de las muestras (fig22). Numere las paginas y genere un PDF
(**) donde se agrupen todas las muestras, controles, informacién.dé la corrida, y envielo via
correo al grupo encargado de los casos.

**Seleccione todos los recortes juntos y seléccione imprimir en formato PDF,
desmarque la casilla "ajustar la imagen al marce™) Rete la vista si es necesario, numere
las paginas y vuelva a imprimir en formato PDF.

Expenment: 110222 EEC VialOT136240723

| Wiew Plate Layout I view well Takle)

-

Show in Table ¥ | Group By ¥ | '

= Wil Sample Hdme \ {&rget Hame - | Dyes Tash Chrmsit

t Masier mix 1 O\ homatis

. Master mix_1 JC

| Master mig 1 -JM. genitalium
Master mixXNs" M QonNorTios s

1 Al M1 Kaster mix 1 - M. goncnieesne 450 ROX-Mons UKD |
2 AZ M2 Kasiar mix 1 - M. gononreae 450 ROX-Mone UIMETOWT |
3 A3 W3 Masier mix 1 - M. gonomhoeae 450 ROX-Mone UIMEMOAT |
4 ad [TE] Master mix 1 - M. gonorhoeae 45 0 ROX-Mone LI S g T L
5 AS M5 Master mix 1 - N gonormosas 450 ROX-Mone  UNKNOWN |
(] i | MG Kaster min 1 = M. goncnisisae 23930689 ROX-MNone LMD

Figura 22. Recorte de pantalla, donde se observan criterios como la descripcién de la
muestra, valor Ct y objetivos diana, entre otros.

7.4 Calibracién del Termociclador Tiempo Real ABI7Z500 o QuantStudio 5.
7.4.1 Calibraciéon Mensual Regiones de interés. (ROI)

Nota 15: Las placas Opticas con los reactivos y los fluorocromos para realizar todas las
calibraciones se encuentran congelados a -20°C, las mismas deben descongelarse vy
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atemperarse por aproximadamente 15 minutos antes de iniciar. Se deben mantener en todo
momento protegidas de la luz y manipularse con guantes sin talco.

7.4.1.1 Encienda la computadora del equipo y desbloquee la sesidon ingresando como
administrador usando la contrasefa requerida: “Administrator”.

7.4.1.2 Encienda el termociclador Tiempo Real.

7.4.1.3 Abra la aplicacion HID Real-Time PCR Analysis Software v1.3 o superior (icono
color naranja), haciendo doble click en la misma.

7.4.1.4 En la pantalla de Login que se despliega a continuacion, ingrese con el User Name de:
GUEST vy seleccione la opcion de Log in as Guest en la parte inferior izquierda de la ventana.

7.4.1.5 Seleccione en la pantalla de dialogo “One or More Calibrations is Expired or Not
Valid", la opcion Open Instrument Maintenance Manager.

7.4.1.6 Agite en vortex las placas descongeladas.

7.4.1.7 Centrifugue la placa 1500G (3000rpm) en una centrifuga.con adaptador para placas
de 96 pocillos para que los reactivos queden en el fondo de eada pocillo. Mantenga el protector
optico pegado de la placa.

7.4.1.8 Haga click en la X de la esquina superior derecha para cerrar la pantalla Dye
Calibration.

7.4.1.9 Abra el equipo y cargue la placa optica.

7.4.1.10 Seleccione la opcién ROI que apareceten el menu de la izquierda de la pantalla y
seleccione Start Calibration. Ver figura 23

7.4.1.11 Haga click en el botén Next.
7.4.1.12 Haga click en el botdn superior izquierdo color verde Start Run. Ver figura 24
7.4.1.13 La calibracion ROI demprataproximadamente 30minutos.

Nota 16: Si debe retirar la“yplaca del equipo inmediatamente terminado el proceso de
calibracion, tenga cuidado,alNetirar la misma porque debe estar caliente.

Nota 17: Conserve la=pldca ROI porque se utiliza de nuevo para el proceso de calibraciéon
oOptica. Una vez finalizado ambos procesos, debe congelar la placa nuevamente.
Opcionalmente puéde realizar un control o seguimiento del funcionamiento general del equipo,
realizando un “Funtien Test”, que valora la conexion USB, la capacidad de la caAmara (CCD), los
ciclos de temperatura en el block, shutter, estado de la lampara, entre otros. Si alguno de
estos parametros falla luego del test, contacte al técnico de servicio autorizado. También
podemos evaluar el rendimiento de la ldmpara, para comprobar su condicién, horas de uso,
amperaje y ultimo cambio de la misma. Para realizar estos test, ubiquese en la barra de
“Herramientas/Instrument/Funtion-Test” o “Lamp Status/replacement.”

7.4.1.14 Verifique que el programa muestre como resultado final del proceso la indicacion
PASSED en la parte superior izquierda de la pantalla. En caso contrario, vuelva a realizar la
calibracion o utilice placas de calibracion nuevas. Si la calibracién vuelve a fallar consulte con el
servicio técnico del equipo.
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Figura 23. Pantalla principal de Won
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Figura 24. Opciones de calibracidon, mostrando la casilla ROI y cuadro para empezar el analisis en
color verde

7.4.2 Calibracion Mensual Background.

Nota 18: Esta calibracién debe realizarse inmediatamente posterior a la calibracién ROI y se
deben tener los mismos cuidados que con la placa 6ptica ROI. La calibracidon consiste en medir
la fluorescencia de fondo con una placa completa de Buffer PCR, durante 10 min a 60°C. El
software promedia los espectros de los pocillos, tomando en cuenta la sefial electronica de
fondo, contaminantes en el bloque y la interferencia propia de placa o6ptica.

7.4.2.1 Agite en vortex las placas descongeladas y centrifugue a 1500G (3000rpm) en una
centrifuga con adaptador para placas de 96 pocillos.
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7.4.2.2 Introduzca la placa al equipo.

7.4.2.3 Seleccione la opcion Backgrownd Calibration que aparece en el menu de la
izquierda de la pantalla y seleccione Start Calibration. Ver figura 25

7.4.2.4 Haga click en el botén Next..
7.4.2.5 Haga click en el botdn superior izquierdo color verde Start Run.
7.4.2.6 La calibracion Background demora aproximadamente 30minutos.

7.4.2.7 \Verifique que el programa muestre como resultado final la indicacién PASSED en la
parte superior izquierda de la pantalla. Verifique la fluorescencia (ABI 7500) de los filtros: A, B,
C, D >72000 FSU y E>90000 FSU. ElI proveedor recomienda que el promedio de la
fluorescencia no sea mayor a 50000 FSU.

7.4.2.8 Si la calibracidon no es aceptable, realice las siguientes opcioness

) Limpie el bloque en las posiciones que dieron problemas, primero con agua
desionizada, luego con etanol 95% vy por ultimo cloreYentre 5-10%, utilizando
torundas de nylon o toallas desechables “kimwipes” (Guia de instalacion vy
mantenimiento Applied Biosystems 7300/7500/7500, PGR TR).

o Utilice una placa Background nueva.

o Notifique a los proveedores del eqliipo ‘para su revision.
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Figura 25. Pantalla con las diferentes opciones de calibracion, mostrando la alternativa de
Background

7.4.3 Calibracién Mensual Optica

Nota 19: Esta calibracion debe realizarse inmediatamente posterior a la calibracion

background y se deben utilizar la placa 6ptica ROI a temperatura ambiente y previamente
centrifugada.

7.4.3.1 Agite en vortex las placas descongeladas y centrifugue la placa a 1500g (3000rpm)
en una centrifuga con adaptador para placas de 96 pocillos.

7.4.3.2 Introduzca la placa al equipo.

7.4.3.3 Seleccione la opcion Optical que aparece en el menu de la izquierda de la pantalla y
seleccione Start Calibration. Ver figura 26

7.4.3.4 Haga click en el botén Next.
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7.4.3.5 Haga click en el botdn superior izquierdo color verde Start Run.
7.4.3.6 La calibracién Optical demora aproximadamente 10 minutos.

7.4.3.7 \Verifique que el programa muestre como resultado final del proceso la indicacion
PASSED en la parte superior izquierda de la pantalla. En caso contrario, vuelva a realizar la
calibracion. Si la calibracién vuelve a fallar, utilice placas nuevas o consulte con servicio
Técnico.
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Figura 26. Pantalla.con las diferentes opciones de calibracién, mostrando la alternativa de
Optical

7.4.4 Calibracion semestral o anual de flurocromos:

Nota 20: Esta calibragion incluye todos los pasos de la calibracion mensual. Esta indicada en el
programa con la opCibn PURE DYE CALIBRATION y se deben calibrar por separado cada
fluorocromo (FAM, JOE, NED, ROX, SYBR, GREEN, TAMRA, VIC, CY3, CY5, TEXAS RED,
MUSTANG PURPLE, JUN, QSY7).

Nota 21. La calibracion de fluorocromos en el Termociclador ABI 7500 se debe realizar de
manera semestral, mientras que en el QuantStudio la calibracidon puede realizarse anualmente.

7.4.4.1 Agite en vortex las placas descongeladas y centrifugue las placas a 1500g
(3000rpm) durante 1 minuto en una centrifuga con adaptador para placas de 96 pocillos.

7.4.4.2 Seleccione la opcién Dye que aparece en el menu de la izquierda de la pantalla y
siga los pasos indicados por el programa. Esta opcidn me permite calibrar todos los
fluorocromos excepto el Mustang Purple, CRY7 y JUN.

7.4.4.3 Cada placa con el respectivo flurorocromo se calibra por separado pero se utiliza el
mismo protocolo.
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7.4.4.4 Secleccione System Dye Calibration en la parte superior izquierda de la ventana.
Ver fig 27.

7.4.4.5 Seleccione Start Calibration. El equipo le indicara cual flurocromo procedera a
calibrar para que introduzca la placa 6ptica respectiva.

7.4.4.6 Introduzca la placa respectiva al equipo, y haga click en el botén Next..
7.4.4.7 Haga click en el botdn superior izquierdo color verde Start Run.

7.4.4.8 La calibracion System Dye Calibration tarda aproximadamente 15 minutos por
fluorocromo.

7.4.4.9 Verifique que el programa muestre como resultado final del proceso la indicacion
PASSED en la parte superior izquierda de la pantalla. En caso contrario, vuelva a realizar la
calibracion, utilice placas nuevas o notifique servicio Técnico.

7.4.4.10 Repita para cada uno de los flurocromos en el orden asighadospor el equipo.
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Figura 27. Pantalla con las diferentes opciones de calibracion, mostrando la alternativa
System Dye Calibration

7.4.4.11 Para calibrar ¢€l) Mustang Purple, JUN y QSY7 seleccione la opcion Custom
Calibration.

7.4.4.12 Seleccione ‘el-fluorocromo de interés, por ejemplo MP de la lista despegable Dye
Name e introduzca, la/placa respectiva al equipo. (figura 28)

7.4.4.13 Seleccione (colocando una marca) en el punto 6 del cuadro de dialogo. Ver figura 29.

7.4.4.14 Haga click en el botdn Next, y luego en el botdn superior izquierdo color verde Start
Run. Repita el procedimiento con los demas fluorocromos.

7.4.4.15 Verifique que el programa muestre como resultado final del proceso la indicacidon
PASSED en la parte superior izquierda de la pantalla. En caso contrario, vuelva a realizar la
calibracidn. Si la calibracion vuelve a fallar, utilice placas nuevas o notifique a servicio técnico.
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Figura 28. Pantalla con las opciones de calibracion Mustang purple, ubicado en la lista

desplegable Dye name
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Figura 29. Pantalla con las opciones de calibracion Mustang purple, ubicado en la lista

desplegable Dye name.

7.4.5 Calibracion Anual o cuando se trasladan los equipos:

Nota 22: Esta calibracién debe realizar unicamente cuando el equipo es trasladado de posicion
o posterior a una reparacion con el fin de verificar su funcionamiento correcto y para ello deben
realizarse previamente todas las calibraciones anteriores.

7.4.5.1 Seleccione RNAsa P en la parte inferior izquierda de la ventana. Ver figura 30.
7.4.5.2 Introduzca la placa respectiva al equipo.

7.4.5.3 Seleccione Start RNAsa P Run.

7.4.5.4 Haga click en el botén Next, y luego en el botdn superior izquierdo color verde Start
Run.

7.4.5.5 La calibracion RNAsa P demora aproximadamente 3 horas.
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7.4.5.6 Verifique que el programa muestre como resultado final del proceso la indicacion
PASSED en la parte superior izquierda de la pantalla. En caso contrario, repita con una placa
nueva o notifique servicio Técnico.

;ﬂ_l_- g L] e \

Figura 30. Pantalla ‘con las opciones para calibraciéon RNAsa P

8 Criterios de Aceptacion 'o'Rechazo de Resultados (nuclear, kit TRIO):

8.1 Controles negatives deWPCR (CN-Q y NTC): no se debe detectar al menos en una de las
replicas, ADN superior=a@funa cuantificacion de 0,2 pg/uL (0,0002 ng/ul), de lo contrario
consulte al Lider Técnico de la Seccion.

8.2 Los controles negativos de extraccion pueden presentar amplificacion, de ser necesario
repita la cuantificacion del control (es), para descartar contaminacion continle con el proceso
de electroforesis capilar, donde el perito a cargo del caso evaluara que el electroferograma no
presente picos tipeables por encima del umbral analitico.

8.3 Un control positivo de PCR que no cuantifique anula la corrida, debiéndose repetir Ia
misma. Si los controles positivos de extraccion presentan amplificacion muy baja, se puede
repetir la cuantificacion del control (es), o continué con el proceso de electroforesis capilar,
donde el perito a cargo del caso evaluara su rendimiento.

8.4 Control positivo de cuantificacion (Std 3: 0,500 ng/ulL). Este control es una replica
adicional del punto 3 de la curva, el cual se coloca en cualquier pocillo de la placa como
referencia y control de amplificacion. Se puede utilizar como reactivo un punto de la curva
recién preparada o al menos uno con 7 dias de antigliedad. Se utiliza el objetivo autosomal
corto como referencia y debe cuantificar £ 0,060. Si este parametro se encuentra fuera de
rango, analizar los demas criterios de aceptacion (si estos son aceptables no es necesario
repetir la cuantificaciéon).
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8.5 En el caso de que la cuantificacion de una muestra arroje resultados mayores de 50
ng/uL, el perito a cargo del caso puede valorar si necesario repetir la cuantificacion realizando
diluciones de la misma. El software recomienda mediante una alerta (HIGHQT), re-cuantificar
muestras con valores mayores a 99 ng/ulL.

8.6 El software del equipo brinda una serie de alarmas o alertas como: AMPNC, Noise,
Spikes, Badrox, MTFR, NTCCT, YINT, R? entre otras; si se presenta alguna de ellas valorar las
recomendaciones del software para corregirlas o consultar con el Lider Técnico de la Seccién
para considerar repetir una muestra (s), control (es), o la cuantificacion si es necesario.

8.7 Se recomiendan al menos 5 puntos por duplicado de calibracion en la curva, sin
embargo, el perito a cargo, valorara la posibilidad de omitir una replica u objetivos (TY, T.Large
Autosomal, T.Small Autosomal) en algin punto de la curva, para mejorar la linealidad,
eficiencia, precision o sensibilidad, que pudo ser afectada puntualmente por burbujas,
condensacién, contaminacion o efectos estocasticos entre otros.

8.8 El valor de cuantificacion esta determinado solo por el autosomal corto, si hay un valor
que se muestra solo en el objetivo Y y ningln valor en el autosomal corto en condiciones no
inhibitorias, el valor objetivo Y no es un indicacién de verdadero ADN.

8.9 Los parametros recomendados para la pendiente (“slope”) de la curva estandar tanto
para Quantifiler Human Plus como para Quantifiler TRI@ son=l0s siguientes:

e ADN autosomal corto: -3,0 a -3,6.
e ADN autosomal largo: -3,1 a -3,7.
e Maleo“Y": -3,0 a -3,6.

Algunas desviaciones de estos parametros se pueden observar debido al desempefio del
equipo, por lo tanto debemos_valorar los demas criterios de aceptacion para considerar
repetir la cuantificacion. La_eficiencia de la reaccién esta determinada por la ecuacion:
Eficiencia: -1+10 ¢¥/s°r®) |3 _cual"presenta valores entre un 90 y 110 % (-3,322 +10%).
Si la eficiencia de la cuantificacion se encuentra fuera de este rango, analice los demas
criterios de aceptacion,yyeonsidere repetir la cuantificacion si es necesario.

8.10 El pardmetro de proximidad (R?) para todos las curvas estandar de ambos kit debe ser
>0,99.

8.11 Los objetives ‘de/ cuantificacion cortos (“small target” y “target Y”) consisten en
amplicones relativamente cortos (75 a 80 pares de bases) lo que facilita que el amplicbn mas
largo (large target, > 200 bases) se degrade con mayor facilidad. El perito a cargo del caso
valorard cual objetivo es mas conveniente para realizar los calculos de amplificacién, asi
mismo, la decision sobre continuar con los analisis dependera del grupo de trabajo, kit utilizado
y caracteristicas del caso.

8.12 Como referencia, los valores del estandar interno (ICP) de los estandares y NTC deben
estar dentro del rango 25,5 y 30,5; para todas las muestras, IPC deber ser el promedio de toda
la corrida 2.0 (varianza definida por el software). La presencia de inhibidores y/o
concentraciones crecientes de ADN (>5 ng/uL) pueden aumentar los valores del IPC de algunas
muestras en relacidon con el IPC promedio de la corrida. Es recomendable repetir-diluir las
muestras que presenten esta alerta para descartar-confirmar la presencia de inhibidores. Si la
muestra (extracto) es muy escasa y no se sospecha de la presencia de inhibidores no es
necesaria la repeticion.

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




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 12 PAGINA: 35 de 48

PROCEDIMIENTO PARA LA CUANTIFICACION DE ADN P-DCF-ECT-BQM-34
UTILIZANDO EL TERMOCICLADOR PCR TIEMPO REAL

9 Calculos y evaluacion de la incertidumbre:

9.1 Los resultados mostrados por el equipo termociclador PCR-Tiempo Real, se presentan en
ng/uL y no se necesita hacer ningun célculo posterior. Con base en una féormula de regresion
lineal, el programa calcula el mejor ajuste a partir de la cuantificacion de los estandares. Para
evaluar la calidad de los resultados, se debe examinar (analizar) la curva estandar obtenida
(valor del R2 y de la pendiente). El software utilizado en el equipo 7500 para la PCR Tiempo
Real, es el HID real time PCR version 1.3 o superior y en el equipo QuantStudio 5 el software
es el HID real time PCR version 1.4 o superior.

9.2 ElI QIAgility es un equipo automatizado compacto de sobremesa que permite
estandarizar los protocolos de PCR y multiples configuraciones de pipeteo de manera rapida y
eficaz, utilizando el software: ADNQiagen,QIAgility Build 03 (1.6.61) Version4.17.1. o superior.

9.3 El Microlab Nimbus de Hamilton es una estacion de trabajo” automatizada que permite
realizar un pipeteo de precision en multiples protocolos de PGR, ‘el/software utilizado es el
Venus Nimbus Channel version 5.6.4.0 o superior.

10 Reporte de Analisis y Resultados:

10.1 Los resultados completos de la cuantificacién, réportados por el equipo Termociclador
PCR-Tiempo Real 7500 o QuantStudio 5 se deben respaldar digitalmente en formato pdf con la
fecha y sus iniciales en la carpeta Escritorio/Corridas/Ano/mes/fecha del equipo.

10.2 Respalde un archivo, para cada grupe de_trabajo de la seccidon, con los resultados totales
de sus muestras.

10.3 Respalde un archivo individual para cada grupo de trabajo de la seccién, para cada
grupo de muestras procesadas en Ya“corrida con un mismo nimero de Orden de Trabajo que
incluya, como minimo, las muestras*cemo los controles de extraccién respectivos, los datos del
control negativo de PCR, NTC¢(Non Template Control) y el archivo en formato .xls que contiene
los indices de degradacion de las muestras entre otros.

Nota 23: El reporte de ‘cuantificacion realizado en formato pdf debe incluir el nombre del kit,
numero de lote utilizado,\fecha de vencimiento y direccion en donde se encuentra guardado el
archivo en digital de la.eorrida completa (Escritorio/Corridas/Aino/mes/fecha). El reporte
de resultados también se puede generar por lote de muestras o lote de trabajo (reporte
general), en caso de no poderse generar el reporte individual. De utilizarse el pipeteador
automatico QIAgility, este mantiene un registro de todas las corridas, y de ser necesario se
puede enviar a los peritos o incluir el post run report en el SADCF. De utilizarse el pipeteador
automatico Nimbus, este no genera un archivo post corrida, por lo que no es necesario
mantener este registro.

10.4 Adjunte el archivo anterior a la orden de trabajo respectivo en el Sistema Automatizado
del Departamento de Ciencias Forenses (SADCEF), modulo asignacion
administrativa/incorporacién de documentos. Digite la Orden de trabajo, seleccione el tipo de
documento como “adjunto” e incluya el detalle “Cuant dd/mm/aa o la sugerida por UGC. Ver
Manual del SADCF.

10.5 El perito valorara con base en su experiencia, resultados de pruebas preliminares, el
montaje de indicios y/o muestras con una menor concentracidon en aquellos casos en donde se
cuente con una Unica muestra y/o indicio o cuando la Autoridad Judicial asi lo solicite. Debido
a la variacion estocastica (imprevisibilidad del contenido de ADN, especialmente al muestrear
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extractos de ADN con muy bajas concentraciones), por lo que la cuantificacion en Tiempo Real
no provee una confirmacion absoluta de que una muestra no contenga ADN amplificable.

11 Medidas de Seguridad y Salud Ocupacional:

11.1 Recuerde colocarse la gabacha y los guantes de nitrilo antes de manipular las muestras,
ya que los fluidos bioldgicos son fuente potencial de enfermedades por lo tanto debe
manipularse segln normas establecidas.

11.2 No ingrese en el area de cuantificacion con gabacha o guantes que tuviera puestos
mientras manipulaba producto amplificado; en la zona de post-amplificaciéon, en el area de
electroforesis o secuenciado.

11.3 ElI DNA Away y DNAZap se deben aplicar con guantes, pues son irritantes.

11.4 Los reactivos de cuantificacion (estandar ADN: 4482916, Buffer: 4482914, primers:
4482915, mezcla de reaccion: 4482912) no presentan palabras de advertencia, pictogramas de
peligro o indicaciones especiales para la salud. Los productos no Centienen sustancias que, en
la concentracién en la que se presentan, se consideren peligrosasypara la salud, sin embargo,
se recomienda manejar todos los productos quimicos con precaucion y en caso de contacto
lavar con abundante agua. Para mayor informacién revisar/la hojas de seguridad en el
directorio de H:calidad 2.0 o https://www.appliedbiosystems.com.

11.5 Los reactivos de diagndstico para enfermedades de transmision sexual, Viasure Real
Time PCR kit, no presentan palabras de advertencia, pictogramas de peligro o indicaciones
especiales para la salud. Se utiliza ADN sintétice=no,infeccioso, acidos nucleicos liofilizados no
infecciosos, agua libre de RNAsas, entre otros” Se‘recomienda manejar todos los productos con
precaucién para prevenir contacto con pjel,“0jos y ropa. Para mayor informacion revisar la
hojas de seguridad en el directorio de H:calidad 2.0, 0 consultar
https://www.certest.es/es/viasure

12 Simbologia:
e ABI: Applied Biosystemsnc
e ABI: colorante de‘referéncia, segun indicacion comercial
e AMPNC: Amplificacién en control negativo
e BPL: Buenas practicas de laboratorio
e BQM: Bioquimica
e CN Q: control negativo cuantificacion
e CP PCR: control positivo de reaccion

e CT: Cantidad de ciclos que se necesitaron para alcanzar la cantidad de ADN reportado
(Threshold cycle)

e CY3: fluorocromo, cianina naranja

e CY5: fluorocromo, cianina roja

e DCF: Departamento de Ciencias Forenses

e DPI: Punto por pulgada de impresién (dots per inch)
e ETS: Enfermedades de transmision sexual
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FAM: fluorocromo, fluoresceina
FSU: Unidades estandar de fluorescencia

G: Fuerza g (fuerza centrifuga relativa)

HP: segun indicacidon comercial (Human Plus Primer Mix)

IC: Internal Control

IPC: Internal PCR Control (secuencia sintética de 130 bases)

JOE: fluorocromo, xantheno fluoroforo

JUN: colorante de referencia, segun indicacion comercial

MM: Mezcla de reaccién, siglas en inglés Master Mix

MP: Mustan purple (colorante de referencia, segun indicacién,ecemércial)

MTFR: Radio entre la cantidad de ADN masculino y femenine

N/A: No Aplica

NED: fluorocromo, segun indicacion comercial

NTC: Control de no amplificacién en el objetivo{(Non-Template Control).

NTCCT: Non-Template Control sample amplification
OC: Grados Celsius

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PDF: Formato de documento portatil

PON: Procedimiento de Operacién)/Normado

ROI: Regidén de interés

ROX: fluorocromo, colorante de referencia, segun indicacidén comercial

RPM: revoluciones’por minuto

RT: Tiempo Real

R?: R cuadréado (coeficiente de determinacion)

s: segundos

SCD: Solicitud de Cambio Documental

SGC: Sistema de Gestion de la Calidad

STD: Estandar

STD3 CP: Control positivo de cuantificacion #3

STR: Secuencias cortas repetitivas (Short Tandem Repeats)

SYBR: fluorocromo, cianinas asimétricas

TAMRA: fluorocromo, 5 carboxitetrametilrodamina

TagMan: marca registrada de Roche Molecular Systems

THP: segun indicacidon comercial (THP PCR Reaction Mix)
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e UGC: Unidad de Gestidn de la Calidad

e UGF: Unidad de Genética Forense

e VIC: fluorocromo, segun indicacion comercial
e YINT: Intercepto en Y

e Arn: Reporte de sefal normalizada

e pL: microlitros

13 Terminologia:

Degradacion: La fragmentacidén o descomposicion del ADN por medios quimicos, fisicos o
bioldgicos.

Indice de degradacién: valor calculado que permite evaltar )Jla fragmentaciéon y/o
descomposicidon del material genético (ADN) presente en una muestfa por procesos quimicos,
fisicos u otros.

Liofilizado: Compuesto o sustancia que fue deshidratada, mediante congelacién y posterior
sublimacion, para dar lugar a un material que se disuelve)posteriormente con facilidad.

Marcador Microsatélite o STR: secuencia de ADN enla cual un fragmento (de dos a seis pares
de bases) se repite consecutivamente. La variacion*en el nimero de repeticiones crea los
diferentes alelos.

Muestra de referencia: 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 dubitadosobtenidos de escena de crimen.

Pipeteador automatico Hamilton, modelo Microlab®: Equipo automatizado de sobremesa que
utiliza el pipeteo por desplazamiento™de aire para lograr una precision de medicidn superior.

Pipeteador automatico QIAsymphony: Equipo automatizado de sobremesa que utiliza
tecnologia de particulas pragnéticas para el aislamiento y purificacion de ADN/ARN a partir de
una amplia gama de muestras bioldgicas.

Umbral de ciclo: Numera'de ciclo en el que la fluorescencia generada dentro de una reaccion
excede un umbral definido; este valor se convierte en una concentracion de ADN para cada
muestra analizada utilizando un curva estandar desarrollada a partir de muestras de ADN de
concentraciones conocidas.

Termociclador: Un termociclador es un equipo utilizado en Biologia Molecular que permite
realizar los ciclos de temperaturas necesarios para la amplificacion de diversas hebras de ADN
en la técnica de la PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa).

Y-intercept: valor de “y” donde la linea de regresién cruza el eje y. La interseccién con el eje y
indica el ciclo de umbral esperado (CT) para una muestra con una cantidad igual a 1.

Slope: Coeficiente de regresién calculado a partir de la linea de regresién en la curva estandar.
La pendiente indica la eficiencia de la amplificacién por PCR para el ensayo.
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14 Anexos

No. de Anexo Nombre del Anexo

01 Célculo Indice de degradacién de ADN

02 Preparacion de reactivos

03 . - -
Pipeteador automatico QIAgility

04 . - . .
Pipeteador automatico Hamilton, Nimbus.
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Anexo No. 01

El indice de degradacion del ADN de las muestras analizadas se calcula dividiendo la cantidad
de ADN autosomal corto entre el dato del autosomal largo y el resultado se interpreta como
sigue:

Activacion de una Indice de Interpretacion de la calidad del ADN
alarma del IPC-CT | degradacion

El ADN se presenta sin degradacion o inhibidores.
<1

El ADN se presenta ligeramente degradado. La PCR
podria presentar inhibicion. Sin embargo, no es
lalo suficiente para inhibir la amplificacion del Control

Interno de la PCR o IPC.
No

El ADN esta significativamente degradado. Es posible
gue se presentara inhibigion de la PCR. Sin embargo
>10 o sin valor | no suficiente para inhibirda amplificaciéon del IPC.

reportado Muestras altameénte) degradadas podria no ser
recuperadas mediante el uso de STR. (QuantifilerTrio
Kit User Manual)

Aunque, es tedricamente posible, es improbable, ya
<1 que los inhibidores que activan la alarma para el IPC
Si afectarfan igualmente el blanco para la amplificacion
dehADN autosomal largo.

Indica que el ADN analizado se ve afectado por
>1 o en blaneo | degradacion y/o inhibicién.
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Anexo No. 02
Preparacion de reactivos
e Etanol al 70%

Agregue a una probeta de 1 Litro, 737 mL de alcohol al 95% vy lleve a un Litro con agua
deshionizada tipo Milli-Q o similar. Rellene en las pizetas de 500 mL rotuladas como etanol al
70%.

¢ Solucion de Cloro al 5% a partir de solucion de Cloro al 12%

Agregar 42 mL de Hipoclorito de sodio al 12% (120000 ppm) a 58 ml de agua desionizada o
destilada para obtener 100mL de solucién de 50000 ppm (5%).
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Anexo No. 03

Pipeteador automatico QIAgility

wWN

Preparacion del equipo

Coldquese el equipo de proteccion e ingrese a cualquier cuarto de PCR en el area de
pre-amplificacion.
Encienda el QIAgility en la parte posterior, inferior, izquierda.

. Encienda la computadora y acceda al software QIAgility utilizando el icono en el

escritorio.
Abra la carpeta de plantillas ubicada en el escritorio y cargue la plantilla de montaje de
cuantificacién: Plantilla cuantificacion TRIO.

Nota 24: También podemos acceder a una corrida anterior ‘en la carpeta corridas vy
guardarla como un nuevo proyecto, por ejemplo: Cuantificacién/dd/mm/aa_EEC.

Preparacion de la mesa de trabajo del equipo

Coloque los bloques de reaccién, segun la configuracion de la planilla o verificando la
informacién en el pre-reporte (Wizards/Generatetreport)
Las posiciones predeterminadas son las siguientes (figura 31):

1) M1: bloque de mezclas: 1*5mL,\4*1,5mL parte 9018958, o 1*5mL, 4*2,0mL
(MM>1,5mL; = 77 muestras), parte 9018958.

2) R1: bloque de reactivos: 16*0,2mL PCR, 8*2 mL/1,5mL, parte 9018951.

3) A2: adaptador parasmuestras: Flip-cap, 32*1,5mL Tapered-Base, parte
9018927.

4) Al: adaptador para-puntas de 200ulL, parte 9018949.

5) B1l: adaptador para‘puntas de 50uL, parte 9018949.

6)

C1l: adaptador placas de

reaccion: 96*0,2 PCR,
M1 | Al parte 9018919.
B1
R1
C1

Figura 31. Mesa de trabajo (blogues en una corrida de cuantificacion)

8. Coloque los viales vacios para irradiar con luz UV en las siguientes posiciones:

1) M1: Pocillo D y E: viales de 1,5mL o0 2,0 mL vacios.

2) R1: Pocillos A1-A5: viales de 0,2mL ADN vacios. //Pocillo I y J: viales 1,5mL
vacios.

3) C1: Placa MicroAmp 6ptica de 96 pocillos.
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9. Irradie con luz UV la mesa de trabajo al menos 15min, dando click en el simbolo en
la barra de herramientas.
10. Igualmente irradie con luz UV la camara de flujo laminar con el equipo necesario

(pipetas, puntas, soporte de placas, sellador o lengieta plastica, cobertor optico,
boligrafo, guantes, entre otros).

Manejo de muestras (bloques de muestras)

11. Seleccione el bloque-adaptador de muestras, y editelo con la informacién de la lista de
verificacién. Tome en cuenta que puede importar un lote de muestras desde un archivo
.txt. (seleccione la opcidon import, busque el archivo en el directorio, compruebe las
opciones de importacion e importe los datos). Algunos extractos pueden presentar
dificultad de pipeteo por ser muy viscosos o0 gelatinosos y que no tienen una
purificacion adicional como la metodologia “"QIAsymphony”, colimnas de filtracion entre
otros, por lo que se recomienda realizar la cuantificacion mmanualmente, para prevenir
una obstruccién de la punta del Qiagility.

12. Si desea incluir espacios en blanco, coléquese en la placa‘de reaccion, de click el botén
“Add"”, en el menu superior derecho, e indique en/la‘pestafia desplegable: No samples
(empty wells), indique el nUmero de pocillos y seleecione “0Ok”.

13. Genere el pre-run report, coloque las muestras destapadas en las posiciones indicadas
y de ser necesario pipeteé manualmentegdosiwolimenes requeridos de reactivos (buffer,
agua, primers, estandares, etc.).

Inicio de corrida

14. Inicie la corrida utilizandosel simbolo

15. Salve el proyecto y verifique\lo solicitado en el check list del software (colocacion del
recipiente para descarte de=puntas, confirmacidén de puntas disponibles, tipo de placas y
voliumenes de reactivos_requeridos).

16. Realice un manitoreo de la corrida, por si se presenta alguna alarma.
17.Al finalizar salve el™post-run report” como verificacion del desempefio.

18. Tape las.muéstras y retirales del equipo.

19. Descarte los reactivos sobrantes y guarde los bloques

20. Irradie con UV por al menos 15min la mesa de trabajo.

21.Haga clic emncerrar (= ) en la esquina superior derecha de la pantalla,

22.El equipo le solicitard por medio del mensaje siguiente: “Move to safety position
(recommended)” que permita que el brazo mecanico del equipo quede en posicion
segura; haga clic en el boton OK

23. Apague el equipo en la parte posterior inferior derecha.
24. Apague la computadora.
25. Continué el procedimiento como se indica en punto 7.1.20

Mantenimiento Qiagility

26. Importante limpiar el QIAgility solamente con un kimwipes, sin utilizar alcohol.

27. Se debe realizar un mantenimiento preventivo anual o después de 300,000
movimientos en eje P.

28. Lavar los bloques con detergente, agua limpia y enjuagar brevemente con etanol
al 95%. Seque con una toalla de papel suave.

29. Las verificaciones intermedias se realizaran después de cada mantenimiento por

parte del proveedor (cuatrienalmente).
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Anexo No. 04

Pipeteador automatico Hamilton, Nimbus
Preparacion del equipo

1. Coldéquese el equipo de proteccidon e ingrese a cualquier cuarto de PCR en el area de
pre-amplificacion.

2. Encienda el Nimbus primero mediante el botén de encendido del filtro HEPA que se
encuentra ubicado en la parte superior, derecha y trasera del equipo (ver figura 32),
seguidamente encienda el boton de encendido ubicado en la parte delantera, en la esquina
inferior derecha.

Figura 32. Botdn de encendido ubicadosen la parte de trasera y superior derecha del
equipo.

3. Encienda la computadora y acceda al software Method Manager utilizando el icono en
el escritorio.

4. Se abrird el Menu Principal.

5. Recuerde encender la luz«UV al menos 15-20 min al inicio y al finalizar una corrida de
muestras en el equipo. La luz UV se controla desde la aplicacién en la pestafia de “UV
LIGHT”. La aplicacién tiene por defecto el tiempo de irradiacion en 60 min, por lo que es
importante madificarlo al tiempo recomendado en el procedimiento.

6. Antes de pfocesar muestras, se debe realizar el mantenimiento diario, mediante la
opcion de “Maintenance”, “Daily Maintenance”, luego en “Maintenance Type” seleccione
“Daily”. De click a cada casilla conforme va realizando cada una de las actividades.

Nota 25: Los mantenimientos programados y semi-anuales son realizados por los encargados
de soporte técnico del equipo, por lo que solo se realizara el mantenimiento diario cada vez que
se va a iniciar un montaje.

Nota 26: La limpieza del dock metalico debe ser con etanol al 70% y DNA Away, al finalizar
debe quedar bien seco mediante el uso de toallas desechables KimWipes.

7. Seguidamente se dara clic en “Quantification” para iniciar la preparacion del equipo para
cuantificar muestras. (ver figura 33)
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Figura 33. Menu Principal de la aplicacion “Method Manager” Version 4.4.2

8. Una vez que se seleccione el menu de Quantification se debera seleecionar el método de
trabajo a utilizar: (ver figura 34)

1. Indicar el archivo de excel de entrada con los nombres.deNas muestras a procesar.
2. Dispensar estandares: Si.

3. Preparar estandares: Si.

4. Indicar que se requieren 2 NTC.

5. Seleccionar la clase de tubos de entrada: Tubo)1;5 ml.

6. Indicar el volumen de reaccion: 18 uL MM¢y 2 uL de ADN.

7. Seleccionar el instrumento mediante el cuahse hara la lectura: 7500 o QuantStudio.
Presione aceptar para continuar.

Figura 34. Menu de configuracion para Cuantificacion.

Nota 27: El archivo de excel que se ingresa en la aplicaciéon debe tener una columna con los
nombres de las muestras, sin incluir un encabezado. El listado de muestras no debe incluir
caracteres especiales, solo debe incluir letras y nimeros. Si el archivo se encuentra en formato
de LibreOffice Calc, copie la informacién en el archivo de excel que se encuentra en el escritorio
de la computadora y “guarde como” en la carpeta de corridas.

Nota 28: El nombre de la corrida mantendra el siguiente formato: ddmmaaXXX (iniciales del
usuario). El nombre no debe incluir espacios ni caracteres especiales, solo debe incluir letras y
numeros continuos, sin espacio.
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Mapa de orden de las muestras y reactivos

10.Las muestras deben ir orientadas de manera vertical en los bloques, manteniendo el
orden del listado que la aplicacidon genera. Presione aceptar para continuar.

11.Verificar que el esquema/ mapa de placa de muestras esté correcto. Presione aceptar
para continuar.

12.La aplicacién muestra la localizacién de las puntas, reactivos, placas de PCR y tubos de
muestras, por lo que en esta parte es importante revisar que se cuenta con los insumos
necesarios y que la placa de PCR se encuentra en posicion. El equipo no presenta un
sensor de posicionamiento de placas, por lo tanto, puede dispensar erroneamente sobre
el bloque. Presione seguir para continuar.

13.Verifique el nimero de puntas de 50 yL. Presione OK para continuar.

14.Proceda a la carga de reactivos de acuerdo al esquema presentado por el equipo. Cada
bloque debe tener los tubos requeridos. Ademas, el programa indica el volumen de MM
requerido. Presione seguir para continuar. (Figura 35)

IO PAILT 0
Lo e L g S P g i

Y

O0@iEeccece I
Y R NN

@@®=cer00

Figura 35. Pantalla de carga de reactivos en la aplicacion “Method Manager” Version 4.4.2

15.La carga de reactivos con preparacion de curva de acuerdo al Kit de TRIO sera la
siguiente:

Estandar ADN (tubo del Kit)

Buffer de Dilucién (Tubo Kit)

Master Mix en tubo de 1,5 o 2ml (TRIO)

Control Negativo (NEG) en tubo de 1,5ml

Tubos vacios y rotulados para preparar la curva

nAWNR

Nota 29: Recuerde que en caso de realizar el montaje de placa completa, se debe usar un
tubo de 2 ml para colocar el volumen adecuado de Master Mix.

Nota 30: Al usar el pipeteador automatico Nimbus, el control positivo y negativo deben ser
configurados como una muestra dentro de la corrida. El control positivo se prepara a partir del
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estandar de ADN proporcionado por el kit, de manera que cumpla con las criterios de
aceptacion para el control positivo de cuantificacion. El control puede prepararse y mantenerse
en un eppendorf debidamente identificado y refrigerado o puede conservarse el punto 3 de la
curva preparada por el equipo por un periodo no mayor a 7 dias. El control negativo se prepara
a partir del buffer.

16. Verifique que se encuentre la placa de PCR colocada, active el ventilador mediante el
botdn que se encuentra en la parte delantera, superior izquierda y cierre la puerta para
continuar. (Ver figura 36)

Figura 36. Control de la unidad de ventilacién y luz, independiente del instrumento.

17.Al finalizar el protocolo, presione OK, abra la puerta V. selle la placa para continuar el
proceso en el termociclador de tiempo real 7500 o QuantStudio.

18.Recuerde extraer el archivo en formato txt gemerade” por la aplicacién, necesario para
importarlo en el 7500 o QS5. El archivo s€¢ encuentra en C: \Program Files (x86)\
HAMILTON\ Methods\ ThermoFisherHID\ «Reports\ 7500Setup Files o “QuantStudio
Files”, de acuerdo al equipo que haya sidaesseleccionado para el montaje.

19.Retire todos los reactivos y guardelos @déctiadamente.

20.Las muestras pueden permanecer en el _equipo, mientras se obtienen los resultados de
cuantificacion, para que el encargado de PCR continué con el proceso de normalizacion.

21.Apague el ventilador, equipo o,ecemputadora si es necesario.

22.Para configurar el termociclador e iniciar la corrida, debe seleccionar “Quantifiler TRIO”
en el software, luego dar elickvala opcion “File”, “Import” y buscar el archivo en txt que
generd el Nimbus. Seleccione “Start Import” para realizar la importacion de la plantilla
de trabajo.

23.Finalmente, luegode, la cuantificacion, exporte los resultados, seleccionando “File”,
“Export” y marque,solamente la casilla de “Results” y cambie el archivo a formato .txt.

24.Apagar el termociclador.
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