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JUSTICA

INTRODUCAO

O material genético colhido em processos de criminalistica biologica e de investigacao genética de cadaveres e/ou restos cadaveéricos
encontra-se frequentemente exposto ao meio ambiente e/ou a diferentes inibidores, levando a uma ineficiente amplificacao dos STRs.

De entre os inibidores mais frequentemente encontrados em amostras problema incluem-se: etanol, indigo-carmim, solo argiloso, solo
humoso e folhagem. Os mecanismos de acao destes inibidores contemplam uma ineficiente lise celular que impossibilita a acao da Tag
polimerase e da extensao da cadeia nucleotidica. Consequentemente, verifica-se uma amplificacao preferencial de alelos de menor dimensao e a
ocorréncia de drop-out alélico.

O presente trabalho teve como intuito avaliar o desempenho do kit Investigator® 26plex QS na presenca de amostras inibidas, aferindo a
capacidade deste produzir resultados validos e interpretaveis na presenca dos inibidores supramencionados

MATERIAIS E METODOS RESULTADOS

1. Prepararam-se amostras simuladas a Etanol Folhagem
diferentes proporcoes Inibidor vs ADN > 1:10, _ 1200 \ 100 _ _ 1200 100 _
1:1 e 10:1. 2 960 — =949 80 2 2 960 0 2
Lo 758 2 g ;
- Para a concegdo das solugBes de inibidores utilizou-se 3 720 60 S 720 60
solucao stock de etanol a 70% e prepararam-se ainda s 480 10 3 s 480 10 3
a 3 g 2 281 :
solugoes de = 240 158 20 s = 240 o 20 s
0 0 0 0
1:10 1:1 10:1 1:10 1:1 10:1
| Solo Argiloso Solo Humoso
Indigo- Folhagem Solo Solo 1200 100 1200 100
: 2 5 < 5 1204 S
carmim | humoso argiloso ® o \ 0 3 A 0 3
A partic de 1g de cada inibidor foi adicionado a s < o 0z g 0z
plg)duto S aproximadamente 2mL de agua S 480 40 3 S 480 40 3
nuclease free e macerado, para a S .- = 40 ks .
466,36 g/mol htencio d <t n ; E ¢ 162 — -7 = E - e ° 2
oreparou-se obtencao de uma mistura homogeénea < . = < ., C
uma SOIUQéO a 1:10 1:1 10:1 1:10 1:1 10:1
12mM com 1g + 2 mL H | _ .
, - Indigo-carmim Grupo Controlo
agua nuclease Y ; 00 0 00 o
free = = 5" ag1a 3 > 3607 S
| | ?2960 30 E 22960 30 E
@ | | Extrair E"é:::o 60 2 Ezzm 1995 60 2
=0 Centrifugar ' sobrenadante EHEU _— 10 % éHBO 10 %
- Aplés a obtengao de cada solugao inibitoria g 740 aa 0 £ $ 740 466 20 =
prepararam-se amostras simuladas pela adicao de <0 0o - 5 0 0o
ADN controlo nas proporcoes adequadas. 10 H Ho B 10 H 1o
Legenda:
- Estas amostras foram introduzidas num lote de Intensidade média dos alelos obtidos, em RFU == \édia percentual dos marcadores genéticos amplificados
amostras nao contaminadas e amplificadas Imagem I: Efeitos de inibidores a diferentes proporcoes em amostras simuladas.
2. Avaliacao dos controlos de qualidade (QS1 e QS2) * Em todas as sloltljcg)oesl plara — foi possivel obter perfis geneticos completos com
. as proporcoes 1:10 e 1: i i ANCi
- QS1 e QS2 - controlos presentes no kit Proporg elevada intensidade de fluorescencia
Investigator® 26Plex QS, tém como objetivo auxiliar a ~ -
interpretagéo de um eletroferograma_ o Para COncentragOes —> redugaO aerta Nda —> em tOdOS OS |n|b|d0res
Sendo que na presenca de inibicao: elevadas de inibidor - em performance do kit de exceto para o Indigo-
- QS1 sera preferencialmente amplificando e que o input maximo de ADN amplificacao com drop- carmim que apresentou
> QSZ ou apresentara’ um tamanho reduzido era O,]_ ng out alelicodos STRs de resultados similares aos
—ICongparagao do célomportamento de Qs_g_de Q52 ezm . Através deste ensaio verificou-se que os controlos de qualidade inclusos no kit da
eletro ero%ramas = 15| amostras Inibidas e 24 Qiagen ndo permitiram aferir a presenca de inibidores nas amostras, observando-se
amostras de grupos controlo resultados similares entre as amostras simuladas e as do grupo controlo.

Conclusao

< Atendendo que o procedimento de extracao de ADN remove uma quantidade elevada de material exdgeno de uma amostra biologica, a
concentracao de inibidores aquando da amplificacao presumivelmente sera mais reduzida que a presente nas solucoes preparadas. Por
conseguinte, os resultados deste trabalho demonstram que este kit de amplificagao permite a obtencao de um perfil genético valido e

robusto.

<+ Uma vez que neste ensaio a informacao proveniente dos controlos de qualidade nao foi a expectavel, estudos com uma amostragem mais
elevada deveriam ser realizados de forma a clarificar a pertinéncia do uso de controlos de qualidade e as inferéncias que se podem retirar
da sua analise. |
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