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PROS

Alta capacidad de multiplex

Alta sensibilidad

Deteccion de mezclas con
marcadores bialélicos

Permiten inferir la fase de
los SNPs en un amplicén:
analisis de microhaplotipos

LA SEGUNDA GENERACION: MASSIVE PARALLEL SEQUENCING (MPS)

CONS

Muy sensibles a inhibidores

Plataformas grandes, fijas e
de alto coste

Baja  escalabilidad que
dificulta el analisis de
muestras urgentes
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LA TERCERA GENERACION: SECUENCIACION MEDIANTE NANOPOROS

4ROV OV Gy -

Estandar Flongle

Mejora de precisidon: 99,99% en consenso

* Plataforma altamente portatil: MinlON Poros > 800 >50
Max

* Coste de implementacidn bajo S 30 Gb 2Gb

» Alta escalabilidad -> diferentes tamafios de flow cells Precio 810 € 60 €
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ADAPTACION DEL PROTOCOLO DE LIBRERIAS POR LIGADO

PCR directa de captura Purificacion con ExoSAP-IT
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s>  Preparacién de los

amplicones
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k)

Secuenciacion y analisis de datos Libreria sin barcodes
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PANEL AMPLISEQ DE MHS

J

L)

SNP 1 SNP2 SNP3
[ || l N
~200 bp
ba ‘5 International: Genetics
LA
of novel microhaplotypes for forensic
- llel sequencing systems | %
| aRh r 107 MHs autosémicos
- L. ‘ y 11 de cromosoma X

ADN low-level
ADN degradado
Parentescos lejanos

Mezclas de ADN

Prediccion de ancestralidad
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RESULTADOS |

A B

Analisis de una unica muestra 100% |

Concordancia

. Drop-in

. Drop-out alélico
B Drop-out locus
[ Genotipo correcto

75% -

50% -

DNA -1 ng [

25% -

% de marcadores

MHs en orden cromosomico %1

Concordancia de los genotipos obtenidos con lon S5
Cobertura
total .
A * Buena cobertura media por marcador,
952,18 lecturas en réplica Ay 1821,55 en B

* Perfiles altamente informativos con mas de
B . un 93% de concordancia con lo esperado

e Estrategia valida para la obtencién de
perfiles de muestras urgentes

Cobertura por marcador

XXVII Jornadas Genética Forense GHEP-ISFG, 29/30-08-2022 Washington DC



RESULTADOS ||

Ané"SiS de SenSibiIidad g 2ng 1ng 0.5ng 0.25 ng 0.125 ng 0.0625 ng NTC
q’ 150
2x ......................... g 100 102.41
5 50.44 47.30  46.95 55.30
£ = 43.86 . I
2ng 1ng 05ng 0.25ng 0.125ng 0.625 ng o A . A e A
Cobertura media por marcador
'HII l‘"l HI “ |"II ‘u u 5 « Cobertura media por marcador en réplicas de 1 ng
v h “ ‘ ‘ L B considerablemente mas baja que la obtenida para el
(R R el N ..
=B TT I , Cobertura analisis de muestra Unica (43,86 vs 1228,46 lecturas,
'r Ih ‘l h | || I F S media de dos réplicas)
Al T
v || h | I[l h I |‘| 8 * Flow-cell estandar > 16 x Flongle
h I l I o * ¢Baja eficiencia de la construccidon de librerias
fr Ir F 'IIIIF | r ‘r I H - con barcodes?
2] | | | 1111 nil - * Resultados consistentes hasta 62,5 pg de ADN que
MHs en orden cromosémico sugieren que se podrian obtener perfiles mediante el
Cobertura por marcador analisis de muestra Unica en F/Oﬂgle
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RESULTADOS I

Analisis de PCR directa a partir de diferentes tejidos

) 8 /’// - \\\\ [ ] // L \\\ N r—— ]
ADNV;M it \\\\j e / \*”/// 4k Q ! [— CObertura
p— o E — . — *°‘i'0
i .=
G o A T == SR
(&) 50
Semen (5 l)  Saliva (5 pi) Udas Polvo de hueso (20 mg) c _
8 — . — g
3 e—————— ]
g [ - I —
* Buenos resultados en hisopo bucal, hisopo E— —
con. sangre y mancla eIO sangre fglue & F
— —_— —
suglgren que se, .p.odrlan o) tenerlp.erles —
mediante el andlisis de muestra Unica en |
———
Flongle — 1, ! S
ZIRCIRONE. 5 & B

* El resto de tejidos requieren mayor
optimizacion
Cobertura por marcador
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USCEN ISFG 2022

Forty Years of Forensic
Ancestry Analysis

£

e

'

-
Scientific Prize Lecture

Chris Phillips, Spain
Miércoles 31 a las 8:30

P-033
Adaptacion de paneles
Ampliseq a MinlON

P-051
Ensayo SNaPshot para
prediccidn de edad en
hueso

P-076

Validacion panel Face-Fit de

prediccidn de morfologia
facial
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P-103
Panel de nuevos STRs
pentaméricos para
parentescos lejanos
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