
Revisión

000

Original

Cuad Med Forense 2011;17(2):77-81

Resumen

El laboratorio de la Dirección de Investigación Criminal e Interpol (DIJIN) de la Policía Nacional implementó la utili-
zación del kit AmpFℓSTR® Minifiler™ PCR Amplification de AppliedBiosystems con el fin de ayudar en la resolución
de casos donde se sospechara una gran fragmentación del ADN. Metodología: Se evaluaron las alturas de los picos
de los controles utilizando dos termocicladores diferentes, dos analizadores genéticos ABI Prism310® y empleando
dos volúmenes finales de reacción de PCR. Se evaluó la sensibilidad utilizando muestras de concentraciones entre 0,1
ng/μL hasta 0,006 ng/μL y los datos fueron analizados con el software Genemapper ID v3.2. Se valoró la precisión
y la reproducibilidad comparando 10 muestras donde se incluía sangre a diferentes concentraciones, saliva, prendas,
evidencias traza, pelo, hueso y diente. Una vez realizada la validación se hicieron pruebas con muestras de 5 casos
que habían presentado concentraciones bajas de ADN y amplificaciones parciales utilizando el kit AmpFℓSTR®
Identifiler®. Resultados y discusión: Se pudo verificar que la concentración ideal para el uso del kit AmpFℓSTR®
Minifiler™ está en un rango entre 0,05 y 0,075 ng/μl de ADN. Se encontró que es posible obtener resultados en
muestras con concentraciones de 0,02 ng/μl; cuando la concentración es inferior, los resultados no son reproducibles.
En 4 muestras previamente genotipificadas con el kit AmpFℓSTR® Identifiler®, se amplió el número de marcadores
obtenidos en más del 48% con la utilización del kit AmpFℓSTR® Minifiler™ y se pudo llegar a la probabilidad exigida
por la ley colombiana.
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Abstract

The laboratory of the Bureau of Criminal Investigation and Interpol (DIJIN) of the National Police implemented the use
of the kit AMPFℓSTR®Minifiler™ PCR Amplification of AppliedBiosystems to assist in the resolution of cases where
suspected large DNA fragmentation. Methods: We evaluated the peak heights of the controls using two different ther-
mal cyclers, two ABI Prism 310 genetic analyzers © and using two final volumes of PCR reaction. Sensitivity was as-
sessed using samples ranging from 0.1 ng/mL to 0.006 ng/mL and the data were analyzed using GeneMapper ID v3.2
software. We evaluated the accuracy and reproducibility compared 10 samples which included different concentrations
of blood, saliva, brands, trace evidence, hair, bone and tooth. The validation tests were conducted on samples of 5
patients who had presented low concentrations of DNA and partial amplification using AMPFℓSTR® kit Identifiler®.
Results and discussion: It was noticed that the ideal concentration for the use of AMPFℓSTR® kit Minifiler™ is in a
range between 0.05 and 0.075 ng/ul of DNA. It was found that results can be obtained in samples with concentrations
of 0.02 ng/ul, where the concentration is lower, the results are not reproducible. In 4 samples previously genotyped
with the kit AMPFℓSTR® Identifiler®, expanded the number of markers obtained in more than 48% using the kit
AMPFℓSTR® Minifiler™ and are able to reach the probability required by Colombian law.
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Introducción

Las muestras que se remiten a los laboratorios de
genética forense con el fin de realizar análisis tienden
a ser de mala calidad por la baja concentración de
ADN y/o la fragmentación del mismo, debido a las
condiciones ambientales adversas a que son some-
tidas1. La implementación de técnicas más sensibles
que logren encontrar perfiles genéticos en muestras
degradadas es mandatorio en los laboratorios mo-
dernos. Los mini Short Tandem Repeats (Mini STRs)
utilizan primers que están más cerca al núcleo de la
repetición, generando amplicones de menor ta-
maño2. Esto hace que la probabilidad de amplificar
un fragmento en el ADN degradado aumente de
manera importante. 

Con el objetivo de implementar esta nueva tecnología
en el laboratorio de Genética Forense de la Dirección
de Investigación Criminal e INTERPOL (DIJIN) de la
Policía Nacional de Colombia se procedió a validar
los parámetros críticos del kit AmpFℓSTR® Minifi-
ler™ comparándolo con muestras procesadas previa-
mente con el kit AmpFℓSTR® Identifiler®3.

Material y métodos

Análisis preliminar

Se realizó una evaluación preliminar que incluyó los
siguientes parámetros: 

– Volumen de amplificación: se procesaron las
muestras de control positivo incluido en el kit y
T10E0.1 como control negativo, siguiendo
las cantidades y el protocolo designados en
el manual del kit, utilizando como volumen
final 25 μl y modificando el volumen final a
12,5 μl. 

– Termociclador: los parámetros de amplificación
fueron una incubación inicial a 95ºC durante
11 minutos, 30 ciclos utilizando el termocicla-
dor 9700 Applied Biosystems y 31 ciclos con
el termociclador 2720 Applied Biosystems, que
incluyen denaturación a 94ºC por 20 segundos,
anillamiento a 59ºC por 2 minutos y extensión
a 72ºC por 1 minuto, luego una extensión final
durante 45 minutos a 60º C. El número de ci-
clos utilizado en el termociclador 2720 se au-
mentó en un ciclo a diferencia de lo sugerido
en el kit.

– Analizador genético: se procesaron todas las
muestras anteriores realizando corrido electro-
forético en dos analizadores genéticos ABI
Prism310.

Se amplificaron las muestras de control positivo 007
incluido en el kit y T10E0.1 como control negativo,
con volumen final 25 μl y 12,5 μl.

Lo anterior con el fin de comparar: 1. Perfiles obte-
nidos vs. perfiles esperados para todas las muestras
analizadas; 2. Valor de altura en unidades de fluores-
cencia relativa (RFUs) para todos los alelos obteni-
dos en las muestras analizadas; 3. Comparar los
resultados obtenidos a partir de las muestras ampli-
ficadas en dos termocicladores diferentes; 4. Resul-
tados de perfiles genéticos y RFUs de todas las
muestras corridas en los dos analizadores genéticos
ABI Prism 310.

Para evaluar el desempeño del kit AmpFℓSTR® Mi-
nifiler™ se analizaron tres parámetros, teniendo en
cuenta que se procesaron con un volumen final de
12,5 μL, en el termociclador 9700, amplificación
por duplicado y corrido en dos analizadores genéti-
cos, inyectadas tres veces cada una, 5 segundos
cada vez.

Sensibilidad

Fase pre-analítica: se tomó una muestra de ADN co-
nocida (control 007 disponible en el kit), pertene-
ciente a un individuo de sexo masculino previamente
tipificado y verificado con los resultados suministra-
dos en el manual del kit AmpFℓSTR® Minifiler™, de
fábrica se indica su concentración de 0,1 ng/μl. Se pre-
pararon diluciones seriadas entre: 0,006 y 0,10 ng/μl. 

Fase analítica: las muestras una vez diluidas fueron
amplificadas según lo establecido en las indicaciones
del manual del kit, verificando el desempeño de la
prueba mediante el uso de los controles establecidos.
Todas las muestras se procesaron en dos equipos
analizadores genéticos ABI Prism 310, se analizaron
con el software Genemapper ID v3.2, con el fin de
comparar los resultados obtenidos.

Precisión 

Fase pre-analítica: se tomaron muestras previa-
mente procesadas en el laboratorio, aplicando los
métodos de extracción según los tipos de mues-
tra, cuantificados y amplificados usando el kit
AmpFℓSTR® Identifiler™. Se incluyeron manchas
de sangre, manchas de saliva, muestras de evidencia
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traza (células epiteliales), pelo, hueso y diente, con
diferentes concentraciones; se tomó un volumen
total de 12,5 μl para la reacción de PCR (Tabla 1).

Fase analítica: todas las muestras se amplificaron
según lo establecido en el manual del kit, en dos am-
plificaciones diferentes, verificando el desempeño de las
pruebas mediante el uso de los controles establecidos. 

Reproducibilidad

Fase pre-analítica: se tomaron muestras previa-
mente procesadas en el laboratorio, aplicando los
métodos de extracción según el tipo de muestra.
Éstas fueron cuantificadas con el kit Quantifiler™ y
amplificadas usando el kit AmpFℓSTR® Identifiler™.
Se incluyeron manchas de sangre, manchas de sa-
liva, muestras de evidencia traza, pelo, hueso y
diente, con diferentes concentraciones según puede
verse en la Tabla 1.

Fase analítica: cada una de las muestras fue proce-
sada y analizada según el manual del kit, verificando
el desempeño de la prueba mediante el uso de los
controles establecidos e inyectadas en los analizado-
res genéticos tres veces para evaluar la reproducibi-
lidad de los resultados.

Evaluación de muestras analizadas previa-
mente con el kit AmpFℓSTR® Identifiler™ y su
comparación con el kit AmpFℓSTR® Minifiler™

Se tomaron 4 muestras de restos óseos que el la-
boratorio había genotipificado utilizando el kit
AmpFℓSTR® Identifiler™ y se tipificaron con el
kit Minifiler en las condiciones descritas previa-
mente. Se evaluó el número de sistemas que ampli-
ficaron con AmpFℓSTR® Minifiler™, el porcentaje de
los sistemas que amplificaron por cada kit, los siste-
mas que amplificaron en Minifiler y no en Identifiler,
el porcentaje de sistemas en los que se obtuvo re-
sultado utilizando ambos kits y los resultados finales
obtenidos en cada caso.

Resultados

Análisis preliminares y sensibilidad

- Electroforesis en ABI Prism 310 Serie 679, análisis
con software Genemapper ID v3.2 (muestra: control
positivo). 

Para las muestras amplificadas con una concentra-
ción 0,025 ng/ul, 0,05 ng/ul y 0,1 ng/ul en el termo-
cliclador 9700 se obtuvieron los resultados
esperados. Para las muestras amplificadas con una
concentración 0,006 ng/ul y 0,012 ng/ul en el ter-
mocliclador 9700 se obtuvieron los resultados espe-
rados, con excepción de los sistemas D21S11 y
D16S539 en los cuales se amplificaron productos
no deseados y los sistemas D7S820, D21S11,
D18S51 y Amelogenina en los cuales se observó
perdida alélica. Este hecho sugiere que no se deben
procesar muestras con una concentración por debajo
de 0,02 ng/ul.

Los alelos de las muestras amplificadas con una con-
centración 0,025 ng/ul, 0,05 ng/ul y 0,1 ng/ul en el
termociclador 9700 presentaron un valor de RFUs
superior al exigido para el análisis. Los alelos de las
muestras amplificadas con una concentración de
0,025 ng/ul, en los marcadores D21S11 y FGA,
mostraron desequilibrio alélico significativo, en el
cual el primer alelo supera en altura más del doble
al segundo. Los alelos de las muestras amplificadas
con una concentración 0,006 ng/ul y 0,012 ng/ul en
el termocliclador 9700 presentaron un valor de RFU
superior al exigido para el análisis, sin embargo en
los STRs D21S11 y D16S539 se observan productos
no deseados con valores de RFU altos y los sistemas
D7S820, D21S11, D18S51 y Amelogenina en los
cuales no se observaron los resultados esperados.

- Electroforesis en ABI Prism 310 Serie 595, análisis
con software Genemapper ID v3.2 

Los alelos de las muestras amplificadas con una con-
centración 0,025 ng/ul, 0,05 ng/ul y 0,1 ng/ul en el
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Tabla 1.
Muestras escogidas para 
realizar el análisis de
precisión.
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termociclador 9700 presentaron un valor de RFU
superior al exigido para el análisis. Los alelos de
las muestras amplificadas con una concentración
0,025 ng/ul, en los marcadores D21S11 y FGA,
mostraron desequilibrio alélico significativo, en el
cual el primer alelo supera en altura más del doble
al segundo. Los alelos de las muestras amplificadas
con una concentración 0,006 ng/ul y 0,012 ng/ul
mostraron un comportamiento similar al encontrado
en el análisis del equipo anterior.

Resultados del análisis de precisión y 
reproducibilidad

Los resultados para las muestras de evidencias tra-
zas, hueso y diente produjeron un resultado idéntico

teniendo en cuenta los obtenidos previamente al am-
plificarlas con el kit AmpFℓSTR® Identifiler™, los re-
sultados de las dos PCR, realizando la inyección por
triplicado y en dos equipos diferentes.

Comparación de muestras analizadas previa-
mente con el kit Identifiler y su resultado con
el kit Minifiler

En la Tabla 2 se evidencia como el kit Minifiler, en
las 4 muestras, amplificó los 9 sistemas (100%)
mientras que el Identifiler en el mejor de los
casos amplificó 10 (62.5%). El análisis por Mini-
filer muestra como en los 4 casos se pudo entre-
gar un resultado concluyente a la autoridad que
lo solicitó.
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Tabla 2.
Comparación de los resultados
de los kit Identifiler y Minifiler.

NA: no aplica; 
IM: índice de maternidad; 

PP: probabilidad de paternidad; 
IH: índice de hermandad; 

PH: probabilidad de hermandad.

Figura 1.
Electroferogramas generados

con el kit Identifiler (A) 
y Minifiler (B) para una 

muestra de diente.



Validación y resultados preliminares del kit de AmpFℓSTR® Minifiler™ en el Laboratorio de Genética Forense de la DIJIN, Policía Nacional de Colombia

Cuad Med Forense 2011;17(2):77-81

Comparación de los resultados entre los dos
kits utilizados

En la Figura 1 se presentan los electroferogramas ge-
nerados con ambos kits donde se observa la apari-
ción de resultados en varios sistemas al utilizar el kit
Minifiler con alturas de pico mucho mayores que las
generadas por el kit Identifiler.

Discusión

La casa comercial en su manual del kit Minifiler su-
giere para el proceso de amplificación la aplicación
de este método en caso de contar con muestras de-
gradadas, inhibidas o de baja concentración; la con-
centración ideal para su aplicación está en el rango
entre 0,05 y 0,075 ng/ul de ADN, lo cual se pudo
verificar en los ensayos realizados. Sin embargo, de
acuerdo con los análisis realizados es posible obtener
un perfil completo con muestras cuya concentración
de ADN es de 0,025 ng/μl. En caso de tener mues-
tras con ADN escaso es posible obtener resultados
con muestras cuya concentración es de por lo menos
0,02 ng/ul4. Resultados de ADN con muestras cuya

concentración es inferior no son reproducibles, por
lo tanto no se debe realizar su amplificación. Siem-
pre se deben confirmar los resultados realizando la
amplificación por duplicado con el fin de verificar
que los alelos sean reproducibles, con valores de
RFU de 100 y poder reportarlos en el informe peri-
cial. Además se debe mezclar previamente el ADN
con el fin que la muestra sea homogénea y recolec-
tarla utilizando pipetas automáticas calibradas y ve-
rificadas, cambiando de punta.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta va-
lidación, las muestras procesadas utilizando el kit
Comercial Minifiler, bajo las condiciones descritas de
concentración, amplificación y análisis, mostraron
resultados precisos y reproducibles en el 100% en
las muestras analizadas. Sin embargo, si la concen-
tración es inferior o superior a la determinada ante-
riormente, los resultados varían en algunos alelos.

La comparación entre los resultados de Identifiler y
Minifiler en muestras de restos óseos analizados
muestra como el kit Minifiler es más eficiente en su
rendimiento. En los casos mostrados, llega a re-
solver el caso en su totalidad obteniendo perfiles
más completos5.
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