Avaliacao Direta do Kit Investigator® 26plex QS com outros
Kits utilizados na rotina laboratorial do SGBF-C
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Introducao

A identificacao genetica individual de entre outras metodologias utilizadas, pode ser determinada através do estudo e
caracterizacao de STRs, sendo para tal necessario recorrer a técnicas de amplificacao do ADNa, O continuo desenvolvimento
cientifico e o aparecimento de novas metodologias, compele a atualizacao dos procedimentos laboratoriais. Contudo, a
implementacao de uma metodologia, num laboratério acreditado (IPAC - LO655 - NP EN ISO/IEC 17025), requer uma validacao

interna que compreende a avaliacao direta por comparacao com metodos ja estabelecidos®.

O Kit Investigator® 26plex QS, da QIAGEN, assenta numa reacao de PCR multiplex, que amplifica em simultaneo: 24 STRs, 2
Sensores de Qualidade e Amelogenina. Os Sensores de Qualidade (QS) inclusos neste Kit de amplificacao permitem inferir sobre a
qualidade da amostra e o sucesso da reacao de PCR, alertando, igualmente, para a presenca de inibidoresc.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o Kit Investigator® 26plex QS, por comparacao direta com as metodologias ja
implementadas e validadas no SGBF-C, o GlobalFiler™ PCR Amplification Kit e o PowerPlex® Fusion 6C System.

Material e Métodos

Selecionaram-se 24 amostras Previamente extraidas por Prep-n-Go (1ng DNA) e amplificadas por PowerPlex® Fusion 6C System

Eletroforese capilar

Amplificagao . ABI PRISM® 3500 Genetic Analyser | Analise de Eletroferogramas
Investigator® 26plex QS Segundo protocolo original [27segundos (s) de GeneMapper™ ID-X 1.6
injecao] e com 10s de injecao
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Imagem I: Comparacao entre os eletroferogramas resultantes da amplificacao do Kit Investigator® 26Plex com (A) 27s de injecao no ABI PRISM® 3500, segundo
protocolo original do fabricante, e (B) 10s, tempo de injecao escolhido segundo a experiéncia dos peritos do SGBF-C.
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Imagem II: Amplificacao de diferentes marcadores de uma mesma amostra com (C) GlobalFiler™ PCR Amplification Kit, (D) PowerPlex® Fusion 6C System e (E) e
Investigator® 26plex QS.

Conclusao
Este trabalho permitiu constatar que a eletroforese capilar com 27s de injecao € inadequada para a analise de amostras de
referéncia, colhidas em individuo e extraidas segundo a metodologia habitualmente utilizada no SGBF-C, visto que os
eletroferogramas resultantes apresentam inumeros artefactos que prejudicam a sua analise. Contudo, esta dificuldade pode ser

ultrapassada pela reducao do tempo de injecao para 10s.

’

Os perfis genéeticos obtidos com o Kit Investigator® 26plex QS sao concordantes com os perfis procedentes da analise atraves
das metodologias ja validadas no SGBF-C. Adicionalmente, a inclusao dos QS permite aferir o sucesso da reacao de PCR e/ou da
presenca de inibidores ou de degradacao, informacao nao inclusa nos perfis genéticos obtidos com os kits anteriormente referidos.

Os dados preliminares deste trabalho evidenciam o potencial deste Kit de amplificacao e sugerem tratar-se de uma metodologia
robusta de analise. Sendo, nao obstante, imprescindivel a realizacao de estudos complementares de validacao.
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