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Variacion de perfiles genéticos obtenidos por PCR
con y sin extraccion de ADN a partir de manchas de sangre

Variation of the genetic profiles obtained by PCR with and without DNA extraction
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Resumen

La PCR sin extraccion es una herramienta clave en investigaciones forenses, tratandose de una de las opciones
a elegir cuando se tienen muestras con baja cantidad o calidad del ADN. El objetivo de este estudio fue
determinar si hay diferencias entre los perfiles genéticos obtenidos por PCR i) en muestras de ADN extraidas
con Chelex® 100, ii) en muestras de ADN obtenidas con el reactivo de purificacion de muestras en tarjetas
FTA, y iii) por la PCR muestras sin extraccion, empleando el kit comercial AmpFLSTR® Identifiler®, utilizado
de rutina en el laboratorio IdentiGEN de la Universidad de Antioquia. Manchas de sangre almacenadas en
tarjetas FTA™ Genecard Whatman™, papel de Cromatografia y papel filtro, se amplificaron por PCR sin
extraccion utilizando los buffers Ezway™, PCRboost™, STRboost™ y Buffer 5X Colorless Go Taq® Flexi. Los
perfiles obtenidos se analizaron por medio de electroforesis capilar. Los resultados muestran que con
los buffers utilizados se obtiene la amplificacion de todos los marcadores STRs de las muestras almacenadas
en los tres diferentes soportes. Esto permite concluir, que utilizando la PCR sin extraccion, ademas de
reducirse los costos y el tiempo de procesamiento de las muestras, se logra obtener perfiles genéticos
que cumplan los criterios de calidad establecidos por el laboratorio, generando resultados de manera mas
eficiente al no ser necesario realizar la extraccion y purificacion del ADN.
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Abstract

The PCR without extraction is a key tool in forensic investigation, being a good option when samples with
small amounts or degraded DNA are available. The objective of this study was to compare genetic profiles
obtained by PCR using: i) DNA samples extracted using Chelex® 100, ii) DNA samples extracted using an FTA
purification reagent, and iii) samples without extraction using the commercial kits AmpFLSTR® Identifiler®,
routinely employed in the laboratory IdentiGEN of the University of Antioquia. Blood stains were collected
in FTA cards Genecard Whatman™, chromatography paper, and in filter papers. PCR without extraction
was performed using the buffers Ezway™, PCRboost™, STRboost™, and Buffer 5X Colorless Go Taq® Flexi.
The profiles were obtained by capillary electrophoresis. The results show that, using the above-mentioned
buffers, all STR markers were amplified, for samples collected in the three different types of support. In
conclusion, the PCR without extraction, apart from reducing the cost and time needed for processing the
samples, it allows obtaining genetic profiles that meet the quality criteria established by the laboratory,
in a more efficiently way, since DNA extraction and purification steps are eliminated.
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INTRODUCCION

La extraccion del ADN, es el paso inicial en los
procedimientos de un laboratorio de genética, consiste
en aislar la molécula de ADN de cualquier tipo de célula
nucleada, en condiciones de alta calidad, pureza y buena
cantidad, que permita su caracterizacion genética (Chacon-
Cortes etal. 2012); se utilizan diferentes metodologias como
el Chelex® 100 y QIAGEN DNA Investigator Kit (Phillips
etal. 2012, Psetal. 1991) o el reactivo de purificacion FTA
(de Vargas Wolfgramm et al. 2009, entre otros).

Los métodos de extraccion no recuperan todo el ADN
contenido en la muestra; se han reportado pérdidas de hasta
75%, lo que se puede deber a los sustratos en que se encuentran
y la metodologia que se usa (Oorschot et al. 2010).

La PCR sin extracciéon del ADN ha sido ampliamente
utilizada en microbiologia desde principios de 1990, donde
se conoce mas comunmente como colonia PCR. En ese
mismo afio Mercier et al. (1990), publicaron la descripcion
de un método para amplificar ADN directamente a partir
de muestras de sangre entera (fresca o congelada), sin
ninguna purificacion.

Muchos autores (Barbaro et al. 2011, Kitpipit et al. 2013,
2014 a, b, Laurin et al. 2012, Linacre et al. 2010, Mercier
etal. 1990, Myers etal. 2012, Ottens et al. 2013 a, b, Stene
et al. 2011, Swaran y Welch 2012, Vallone et al. 2011,
Verheij et al. 2011, Wang et al. 2009, Yang et al. 2007,
Zhang et al. 2010) concluyen que la PCR directa, al no
requerir de extraccion o purificacion del ADN, optimiza
tiempo, es mas sensible, no hay pérdida de muestra, no
hay riesgo de contaminacion, se disminuyen los costos en
el procesamiento y es el mejor camino cuando se tienen
evidencias trazas.

En caso que se presenten problemas en la amplificacion
de ADN, se pueden adicionar soluciones amortiguadoras
que mejoran la especificidad y/o rendimiento de la PCR.
Las que mas se utilizan son betaina, sulfoxido de dimetilo,
formamida, entre otros (Marshall et al. 2014, Schnoor et
al. 2004). Para este estudio, se emplearon cuatro diferentes
buffers: EzWay™, STRboost™, PCRboost™ y 5X
Colorless Go Taq® Flexi Buffer.

Este estudio se enfoco en la comparacion de los métodos
para hacer PCR sin extraccién con los buffers ya
mencionados, asi como la comparacion de obtener perfiles
genéticos de buena calidad, caracteristica que se evalu6 por
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la altura de los picos en los electroferogramas, utilizando
el kit comercial de identificacién humana, Identifiler®,
en muestras almacenadas en tarjetas FTA™ Genecard
Whatman™, papel de cromatografia (Chromatography
paper Whatman™) y papel de filtro (Rundfilter/Filter paper
circles 125 mm).

MATERIALES Y METODOS

Consentimiento informado. Cada individuo dentro
del estudio firm6 un consentimiento informado antes de
proceder a la toma de muestra; para los individuos menores
de edad firmo un representante legal (anexo 1).

Toma de muestras. Se analizaron en total 10 muestras
de hombres, mujeres y nifios. Se realiz6 la toma de
muestras sanguineas mediante una puncién digital con
lanceta en un dedo como lo indica el instructivo de toma
de muestras I-SE-01-V09 del laboratorio IdentiGEN;
las tomas de sangre fueron depositadas en tres tipos de
papeles en tarjetas FTA™ Genecard Whatman™, papel
de Cromatografia (Chromatography paper Whatman™)
y papel filtro (Rundfilter/Filter paper circles 125 mm).

Extraccién de ADN. La extraccion de ADN se realizo por los
métodos de Chelex® 100 para el kit Identifiler ®, siguiendo
los Instructivo I-SE-09 validados del Laboratorio de
identificacion Genética-IdentiGEN de la Universidad
de Antioquia.

Amplificacion de ADN. Se realiz6 PCR con extraccion
(utilizando los protocolos validados del Laboratorio de
identificacion Genética-IdentiGEN de la Universidad de
Antioquia I-SE-16V05) y sin extracciéon de ADN para la
totalidad de los individuos muestreados en los diferentes
tipos de soporte para los kits comerciales Identifiler®.

De cada uno de los soportes, con un sacabocado, se extrajo
un circulo con 1 mm de didmetro y se lavd por cinco
minutos con agua desionizada para EzZWay™, 5x Colorless
Go Taq® Flexi Buffer y por 10 minutos para STRboost™,
PCRboost™; luego se secaron a 60 °C. En la tabla 1 se
observan el perfil térmico y el volumen para cada una de
las PCR sin extraccion, motivo de este estudio. Se utilizd
el termociclador 2720 Thermal Cycler de la casa comercial
Applied Biosystem.

Deteccion por electroforesis capilar. Los productos de PCR
fueron preparados para su posterior analisis utilizando 0,9 ul
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Anexo 1. Formulario del consentimiento informado para la toma de muestra de sangre

UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES D SDDD
INSTITUTO DE BIOLOGIA Identi r'—- &N
b LABORATORIO DE IDENTIFICACION GENETICA- = )
DE ,~\N!!9QUI.~\ IdenthEN

Estimacion de la variacion de los perfiles genéticos obtenidos por PCR directa
y PCR convencional en el Laboratorio de Identificacion Genética-IdentiGEN.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El analisis del ADN es una herramienta clave para los investigadores, ya que proporciona informacion unica de cada individuo. El
perfil genético de un individuo es tnico y no varia a lo largo de la vida, por este motivo es el estandar de oro para la identificacion
humana.

La metodologia para obtener un resultado de perfil genético incluye la extraccion de ADN seguida de la amplificacion por la
metodologia de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), terminando con la genotipificacion de las muestras en un
analizador genético. La extraccion del ADN genera pequefias pérdidas de la molécula de ADN lo que puede no obtener un
resultado en evidencias forense.

La PCR directa no requiere de purificacion o extraccion del ADN presente en una muestra de sangre, saliva u otras muestras
bilégicas, por lo que se optimiza tiempo, no hay perdida de muestra o contaminacién, ademas, es el mejor camino cuando se
tienen muestras con cantidades escasas de ADN, como en las investigaciones de identificacion humana y criminalistica, lo que la
convierte en una herramienta clave para los investigadores proporcionando una clara evidencia en la investigacién forense.

El objetivo de este estudio es determinar si hay diferencia entre los perfiles genéticos obtenidos mediante los métodos de
extraccion y perfiles obtenidos por PCR directa. Para cumplir con este objetivo necesario utilizar muestras a partir de diferentes
matrices bioldgicas (sangre y frotis de mucosa oral) almacenadas en tarjetas FTA, papel de cromatografia y papel de filtro.

La toma de sangre se realiza de la siguiente forma: por puncion digital en el dedo con lanceta y realizando una mancha en tarjetas
FTA, papel de cromatografia y papel filtro, los riesgos al tomar esta muestra son minimos, pueden ser sangrado excesivo o
hematoma.

Si usted ingresa a este estudio es por voluntad propia, no le genera costo alguno, es una contribucion al desarrollo de la ciencia y
el conocimiento cientifico.

Se mantendra la confidencialidad, su nombre no sera revelado en ninguna publicaciéon o presentacion de resultados de este
estudio. Se respetara su participacion de acuerdo a la resolucion N° 008430 DE 1993 Por la cual se establecen las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud.

Al firmar esta autorizacion usted acepta participar en el estudio, y que su informacion sea utilizada anénimamente en este estudio.

Nombre y apellido del participante:

Tipo de identificacion:
Numero de identificacion:
Edad:

Fecha y lugar de nacimiento:

Nombre y apellido de la persona responsable (Si aplica):

Tipo de identificacion:
Numero de identificacion:
Edad:

Fecha y lugar de nacimiento:

Firma del participante o del responsable legal.
Responsable de la investigacion: Monica Marcela Soto Villa.
Niumero de identificacion: CC. 1128274637
Teléfono: 320 702 8722
Email: monikluil8@gmail.com

Firma del responsable de la investigacion.
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Tabla 1. Condiciones de amplificacion por PCR sin extraccion de ADN en el Laboratorio de Identificacién Genética-
IdentiGEN de la Universidad de Antioquia (Vol = volumen en pl; T® = temperatura en °C; Ti = tiempo; Buffer mg =
Buffer 5X Colorless Go Tag® Flexi)

Buffers
Buffer EzWay™ Buffer 5X Colorless Go Taq® Flexi
Condiciones Reactivo Vol Reactivo Vol
Agua desionizada 4,4 Agua desionizada 2,1
Buffer EzWay™ 2 Buffer mg 1,4
dNTPs 1 dNTPs 1
Mezcla Primer 1 Primer 1
Gentaq 0,2 MgClL, 0,68
Gentaq 0,08
Volumen total 8,6 Volumen total 6,26
Etapa T° Ti Etapa T° Ti
Etapa 1 80 15 min Etapa 1 80 15 min
Etapa 2 95 11 min Etapa 2 95 11 min
Perfil
térmico Etapa 3: 25 ciclos o4 20 S,eg Etapa 3: 25 ciclos 94 20 S?g
59 3 min 59 3 min
Etapa 4 60 25 min Etapa 4 60 25 min
Etapa 5 4 Final Etapa 5 4 Final
Buffers
Buffer PCRboost™ Buffer STRboost™
Reactivo Vol Reactivo Vol
Buffer PCRboost™ 2,1 Agua desionizada 2,1
Buffer mg 1,4 Buffer STRboost™ 2,5
dNTPs 1 Buffer mg 1,4
Vsl Primer 1 dNTPs 1
MgCl, 0,68 Primer 1
Gentaq 0,08 MgCl, 0,68
Gentaq 0,08
Volumen total 6,26 Volumen total 8,76
Etapa T° Ti Etapa Tem Ti
Etapa 1 96 2 min Etapa 1 96 2 min
94 1 min 94 1 min
Perfil Etapa 2: 10 ciclos 60 1 min Etapa 2: 10 ciclos 60 1 min
térmico 70 1 min 70 1 min
90 1 min 90 1 min
Etapa 3: 16 ciclos 60 1 min Etapa 3: 16 ciclos 60 1 min
70 1,30 70 1,30min

min
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de ADN amplificado, con 10 ul de formamida desionizada
(Amresco Biosystems) mas 0,1 pl de marcador de peso LIZ
500 para Identifiler® (Life Technologies). Para el analisis de
los perfiles genéticos se utilizd el analizador genético ABI
PRISM 3130, con el Sofware Genmapper version 3.2.

Analisis estadistico. Se utiliz6 estadistica no paramétrica
a través de contrastes de homogeneidad de dos muestras
independientes como lo son la prueba U de Mann-Whitney
y prueba de Kolmogorov-Smirnov; asi se compararon
cada uno de los reactivos para PCR sin extraccion, con la
PCR con extraccion por Chelex® 100. También se utilizd
contrastes para K-muestras independientes: ANOVA de
Kruskal-Wallis en la comparacion de todos los reactivos
utilizados para la amplificacion de cada una de las muestras.
Las diferentes pruebas estadisticas y graficos obtenidos se
realizaron a través del Software Rwizard con la aplicacion
StatR (Guisande et al. 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los experimentos realizados con los cuatro buffers
descritos en materiales y métodos permitieron determinar
la eficiencia de cada uno de ellos en la PCR sin extraccion.
Ademas, se hizo estandarizacion de los protocolos con las
condiciones de amplificacion con las cuales se obtienen
los que permiten obtener productos amplificados (perfiles)
libres de interferencia, exactos, confiables, precisos y
completos, que cumplan con los estandares de calidad
establecidos en el laboratorio.

Amplificaciéon de ADN segun el didmetro del circulo.
Para sacar la muestra de sangre almacenada en los
papeles analizados, inicialmente se emple6 un sacabocado
(micropunch) con una boquilla de 2 mm de diametro;
sin embargo, no se logr6é obtener perfiles genéticos o
se obtenian perfiles genéticos incompletos, ya que solo
amplificaban algunos marcadores genéticos, lo cual
indicaba que posiblemente se presentaba una inhibicioén en
la PCR por la presencia de la hemoglobina (Akane et al.
1994), probablemente se presentd por debido a excesiva
cantidad de hemoglobina como consecuencia del didmetro
del circulo que se estaba usando (2 mm de didmetro). Al
cambiar el didmetro de la boquilla a 1 mm de diametro y
realizar lavados previos con agua, se logro tener €xito en
la PCR.

Los resultados observados cuando se emplea un circulo de
1 mm de didmetro son perfiles genéticos completos y sin
ninguna interferencia para todos los buffers (EzWay™,
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STRboost™, PCRboost™, y Buffer 5X Colorless Go Taq®
Flexi) utilizados para amplificar muestras almacenadas en
los soportes FTA™, papel de cromatografia y papel filtro
utilizando el kit Identifiler® (figura 1).

Aunque muchos autores no mencionan el didmetro del
circulo utilizado, Wang et al. (2009) y Stene et al. (2011)
establecen que el didmetro empleado para obtener las
muestras de manchas de sangre es un factor crucial para
obtener resultados eficientes. Es asi, que los datos obtenidos
en este estudio confirman que el diametro del circulo es
factor importante para la amplificacion del ADN por PCR
sin extraccion.

Amplificacion por PCR sin extraccion utilizando los
diferentes buffers y soportes para las muestras. Se
compardé los resultados obtenidos en la amplificacion de
ADN sin extraccion realizada con los diferentes buffers y
el Chelex® 100.

Se observd que con el buffer EzZWay™ se produce mayor
altura de los picos que en los perfiles obtenidos por PCR
con extraccion realizada con Chelex® 100 en los tres tipos
de soportes utilizados (FTA™, papel de Cromatografia
y papel filtro), mientras que el STRboost™ no mejora
significativamente la altura en los picos de los perfiles
genéticos de manchas de sangre almacenadas en papel
de cromatografia y papel filtro comparado con la PCR
con extraccion por Chelex® 100 (figura 2). El reactivo
con el que mejor se obtienen productos de amplificacion
en comparacion con la PCR con extraccién por Chelex®
100 es el PCRboost™; y en segundo lugar, los mejores
perfiles son los obtenidos con el Buffer 5X Colorless Go
Taq® Flexi (figura 2).

Las ANOVAS de Kruskal-Wallis determinan
estadisticamente que, si se encuentran diferencias
significativas entre los buffers a comparar, el resultado
del test para cada uno de los soportes es inferior a 0,01
(p-valor < 0,001), lo que evidencia que hay diferencias
significativas entre los buffers utilizados para cada uno de
los soportes donde esta almacenada la muestra (tabla 2).

Posteriormente, se analizé la comparacién de los
resultados de la amplificacion seglin los soportes en
donde se almacenan las muestras, para todos los reactivos
utilizados para la amplificacién. Se observa que las
tarjetas FTA™ Genecard Whatman™ (figura 3) presentan
mejores perfiles genéticos, puesto que muestran mayor
altura de los picos; esto posiblemente es debido a que
estas tarjetas estan disefladas e impregnadas con formula
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Figura 1. Electroferograma perfil genético utilizando el buffer PCRboost™, mancha de sangre almacenada en tarjetas FTA™,
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Figura 2. Comparacion de los perfiles genéticos
amplificados por PCR sin extraccion y PCR con extraccion,
para muestras almacenadas en tarjetas FTA™, papel de
cromatografia y papel filtro.

quimica patentada que lisa las membranas celulares y
desnaturaliza las enzimas que degradan el ADN, y el ADN
queda atrapado en la matrix de celulosa protegido de las
condiciones ambientales (de Vargas Wolfgramm et al.
2009). A diferencia de las tarjetas FTA, las tarjetas papel
de cromatografia (Chromatography paper Whatman™)
y papel filtro (Rundfilter/Filter paper circles 125 mm)
contienen soluciones quimicas para lisar las células y
conservar el ADN; es probable que por esta razon la
altura del pico es menor. Ademas, los soportes utilizados
poseen diferente espesor; el que mayor espesor tiene son
las tarjetas FTA™ seguidas del papel de cromatografia
y por ultimo el papel filtro, por la tanto la capacidad de
almacenar el ADN con respecto a la cantidad es diferente.

De los resultados observados se puede concluir que el buffer
con el cual se obtienen electroferogramas con mayor altura
de los picos es el PCRboost™, probablemente debido a que
este buffer mejora la sensibilidad y especificidad durante
la amplificacion del ADN (Biomatrica 2014b). En segundo
lugar, el buffer 5X Colorless Go Taq® Flexi produce perfiles
genéticos de buena calidad.

Implementar un protocolo para PCR sin extraccion,
permite procesar alto nimero de muestras al mismo tiempo
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Tabla 2. Prueba de Kruskal-Wallis para las comparaciones
entre los cuatro buffer (EzZWay™, STRboost™, PCRboost™,
y Buffer 5X Colorless Go Taq® Flexi) para cada uno de
los soportes: FTA™ Genecard Whatman™, papel de
Cromatografia (Chromatography paper Whatman™) y
papel filtro (Rundfilter/Filter paper circles 125 mm)

Tarjeta Prueba de Kruskal-Wallis
FTATM Kruskal-Wallis chi-cuadrado =
381,4802 df = 4, p-valor < 0,001
Papel de Kruskal-Wallis chi-cuadrado =

cromatografia 232,2073 df = 4, p-valor < 0,001

Kruskal-Wallis chi-cuadrado =

Papel filtro 517 7487 df = 4, p-valor < 0,001

PR EzWay™

PCRboost™

g
H

°

§

STRboost™

Altura de los picos (RFU)
H

§

11 B

———

i 5X Colorless Go Taq® Flexi
4000 3
2000- ,—a—l *
[ 1 [ k ]
0 = “ 3
FTA™ Papel cromatografico Papel de filtro

Figura 3. Altura de los picos de los perfiles genéticos
amplificados por PCR sin extraccion utilizando el buffer
EzWay™, STRboost™, PCRboost™, y Buffer 5X Colorless
Go Tag® Flexi. En los tres tipos de soporte.
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disminuyendo procesos de extraccion que consumen
tiempo y reactivos; ademas, al eliminar el procedimiento
de extraccion se reduce la manipulacion de las muestras
evitando la pérdida de ADN y el riesgo de contaminacion.
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