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(Ejercicio Basico)
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M1-M4 ( ...522d 523d 3
Analizar detalladamente ...522d 2
L ...b21d 522d 1
Muestra aplotipo consensuado Discrepan
M1 | 153G 263G 315.1@32&1 52@6291T 16519C (H2a2b) 8/41 (19,5%)
M2 93G 263G 315.1C 456T 513A 16304C 16519C (H5) 3/41 (7,3 %) +1
M3 263G 293C 309.1C 315.1C 16519C (H2a2) 2/41(4,8 %)
M4 72C 263G 309.1C 315.1C 16298C 16301T (HVO) 3/41(7,3 %) +2
N
10 labs no lo reportan a pesar de editar desde 73
Regi6n NO Heteroplasmia + discrepancias puntuales en
hotspot
HVSI+II 27 (65,9%)

Un laboratorio es discrepante para todas las

HVSI+I1+11 14 (34,1%) muestras y otrolab repite un error nomenclatura
(ordenamiento de las discrepancias)
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Muestra Discrepan

Haplotipo consensuado

M1

8/41 (19,5%)

153G 263G 315.1((523d 52@506 16291T 16519C (H2a2b)

0 522d 523d Editado manual ]
I: (SeqScape®) J LCALCALLEGCTG
SERREEEES [EREEEEREE R oo
- 53 CGCCCATCCTACCCAGCAlcAcAcacabEGCTE
gcGcccauwccasc_uuQHECGCTGCTag = ¢ = v ¢ d 85 T Kl =
R B B e e 11 Parece mas légico que en
Editado automatico : """" un dinucleotido con motif IIIIIIIII""""""""“"""
SeaScane® A [ B
(SeqScape®) I1)|| /4 wpugnaay derepeticion CA seaun | \gggggggpnnnnnnnnafERRREn [ anni
.......................... repeat completo el que
TRLLLLLILIITTTY SELLLLITTL sufra la delecion pnennn ERRRRR RN nnau RN NNTT| j, o nul
CCOCCCATCCTACCE COCTOCTALCCE —) cccaTccTacccadcococacabE et
¢,Que bloque CA sufre la
AT AT N\N\ il
L men el WA B
IIII||||||II|III-IIIIIII |||uu||II||| = s -
cooCcocCcATCcCTACCC cACACAC coCcToCT coocCcAT IIIIIIIIIIIIIIII. Illll
| ﬂ M CCCCCCATCCTACCCACCACACACARR - CT
B \QA/_\N_\/\}_\IV\ M /\ — | M |Descrip1i0n | h n” ﬁ fl |r\l A ﬂﬁ ﬂ. ﬁ |INI| I\ 2l I'ﬂln
™ CACACACACACC ' s one P
i ] ( 523d 524d (Ay C ] CACACACACACC rCRS { 522d 523d (Cy A
respectivamente respectivamente)
leeE701 263456 CRE_HVI 283 L P ) CACACACACACC = :
@ SHAOE! (ST TCRS_HWIT (=} T Sub 45 missens  TA79A
EETa FE-3MGinsC  CRS_HWI A bl 1 Inz 45 no frameshi - °
1t S040632 216-316insC  rCRE_HWII 218 1 Inz 44 no frameszhi -
insertio Ttnsertio
n
fEETa1 Sz3-G24deld | ICRE_HVID 523 2 el 21(avg) no framezhi - 594963 52z.523delC | ICRS_HWII 522 z Dal ZUavg) no frameshi -
C it N f*
deletio deletio
n n




R wsmoa RESULTADOS
L (Ejercicio Basico)
Muestra Haplotipo consensuado Discrepan

M1

153G 263G 315.1(@:«1 524dY50G 16291T 16519C (H2a2b)

8/41 (19,5%)

~————

Si el repeat es AC ¢ que pasa? ]n,

M |

s08 Sl St 3Z8
ICATCCTACCCAGCWMCACACACACCGCTGCTAACCC A CAC A
P 3 T F & H T H R C *
H T
fnnnnnnnnnnnnn g i

snBRRRRRRRERERRRNRNNN| m =0uinNRNIT]

CCATCCTACLCC CLACACACAG CoCTECT cccpg = = = = = (=
CACLLE

— L L » fﬂll'*"’ s

pnnnnn iR RRRRR000| Runnnnnnnnllln

ScATCcCcTACCCC CACACACAREL -CToCT Il

W A

C)C

523d 524d (Ay C
respectivamente)

C

¢,Cual es el repeat que

se considera, AC o CA?

Wl fW\/U_"

\_

efectos de blsqueda en

¢ Es algo relevante a

bases de datos o
interpretativos ?

/
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(Ejercicio Basico)

Muestra M5 (mezcla)

Constituyentes (2:1) Haplotipo
Sangre (M5:GHEP 2004) 263G 309.1C 315.1C 16266T 16519C*
Semen (M2: 2012) 93G 263G 315.1C 456T 513A 16304C 16519C
: Sangre + Semen
Muestra Haplotipo esperado (células y colas de espermatozoides)
M5 (12 fraccion) 93R 263G 309.1C* 315.1C 456Y 513R 16266Y16304Y 16519** ; C/Y?
M5 (2° fraccidn) Nada o haplotipos con restos de contaminacion de la 12 fraccion---
Cabezas de espermatoides (carecen de
componente mitocondrial)
Muestra ¢, Haplotipo consensuado? N (%)
M5 (12 fraccion) 93R 263G 309.1C 315.1C 456Y 16266Y 16304Y 16519C 15/27(55,5 %) +7
M5 (22 fraccion) 93G 263G 315.1C 456T 513A 16304C 16519C 6/10 ( 60 %)

17 restantes (¢,no analizan? ¢resultados no
interpretables?. DATO INTERESANTE
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M5 (12 fraccion)

Todos los laboratorios que consensuan el
resultado hacen lisis diferencial

M5 (22 fraccion)

M5 _1FRAC |93G 263G 315.1C 16266Y 16304Y M5 _2FRAC |93G 263G 315.1C 16266Y 16304Y |
M5 _1FRAC [93R 263G 309.1C 315.1C 456Y 513R 750G 15884R 16266Y 16304Y 16519C M5 2FRAC [93G 263G 315.1C 456T 513A 750G 15884A 16304C 1651m
M5_1FRAC |93R 263G 309.1C 315.1C 456Y 513R 16266Y 16304Y M5 2FRAC [93R 263G 309.1C 315.1C
M5 1FRAC |16266Y 16304Y 93R 263G 315.1C M5 2FRAC [93G 263G 315.1C
M5_1FRAC [98d 118C 120G 278G 331C 16266Y 16304Y M5_2FRAC |93G 263G 315.1C 16304C 16519C
M5_1FRAC [93R 263G 309.1C 315.1C 16266Y 16304Y M5_2FRAC |93G 263G 315.1C 16304C
M5_1FRAC |93R 263G 16266Y 16304Y Falta 309.1C (HL) M5_2FRAC_|93R 263G 315.1C 456Y 513R 16266Y 16304Y 16519C
M5_1FRAC |93R 263G 310Y 16266Y 16304Y M5_2FRAC_|93A 263G 309.1C 315.1C 456Y 513R 16266T
M5_1FRAC [93R 263G 309.1C 315.1C 16266Y 16304Y 16519C M5_2FRAC |93G 263G 315.1C 456T 513A 16304C 1
M5_1FRAC |93R 263G 309.1C 315.1C 456Y 513R 16266Y 16304Y 16519C M5_2FRAC |93G 263G 315.1C 16304C 16519C Exclusivo SEMEN
M5_1FRAC [|93G/A 263G 309.1C/- 315.1C 16266T/C 16304T/C . . .
M5_1FRAC [|93A/G 263G 309.1C 315.1C 16266T/C 16304T/C < Presencia de eSpe rmatOZOIdeS Com pletOS
M5_1FRAC [263G 16266T en la 22 fraccion tras la 12 lisis ?
M5_1FRAC |93R 263G 309.1C 315.1C 16304Y Falta 16266Y
MS IFRAC 93R 263G 315.1C 16266Y 16304Y Falta 309.1C (HL) Analysis of body fluid mixtures by mtDNA sequencing: An
M5_1FRAC |93R 263G 315.1C 456Y 513R 16266Y 16304Y 16519C EcICRcie IOy (3[9) . ; . 5 . i
M5_1FRAC |93R 263G 309.1C 315.1C 456Y 513R 16266Y 16304Y 16519C inter-laboratory study of the GEP-ISFG working group
M5 1FRAC [93R 263G 309.1C 315.1C 456Y 513R 16266T 16304Y 16519C M. Montesino et al. / Forensic Science International 168 (2007) 42-56
M5_1FRAC [263G 309.1C 315.1C 16266T
M5_1FRAC |93R 263G 309.1C/NI 315.1C 456Y 513R 16266Y 16304Y 16519C el o
Comparison between results obtained in first and second DNA extracts
M5_1FRAC 263G 309.1C 315.1C 16266Y 16304Y
M5 1FRAC [263G 315.1C 16266T 16304T/C 16519C Result First fraction Second fraction
M5_1FRAC [263G 309.1C 315.1C 16266T 16519C Female + male haplotypes 68 36
M5_1FRAC [93R 263G 309.1C=309(rCRS) 315.1C 456Y 513R 16266Y 16304Y 16519C Female haplotype 84 “
M5_1FRAC |93R 263G 309.1C 315.1C 456Y 513R 16226Y 16304Y 16519C *:{:':J:;I‘:]rf:s;n (1) e
M5_1FRAC |93R 263G 309.1C(HL) 315.1C 456Y 513R 16266Y 16304Y Blurred scquence 3 27
M5_1FRAC |93R 263G 309.1C 315.1C 16266Y 16304Y 16519C Contamination 0 17
Muestra Haplotipo consensuado N (%) SlLAsh
M5 (12 fraccidn) 93R 263G 309.1C 315.1C 456Y 513R 16266Y 16304Y 16519C 15/27(55,5 %) +7
M5 (22 fraccion) | 93G 263G 315.1C 456T 5132 16304C 16519C 6/10 ( 60%)
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Muestra M6 (pelo-sin contaminante)

M6 263G 293C 309.1C 315.1C

M6 263G 293C 309.1C 315.1C

M6 [263G 293C 309.1C 315.1C Muestra Haplotipo consensuado N (%)

M6 [263G 293C 309.1C 315.1C

M6 [263G 25?3C 309.1C 315.1C M6 263G 293C 309.1C 315.1C 16519C 24/29 (82,7 %)
M6  |No result

M6 263G 309.1C 315.1C 16126C 16172C 16294T 16304C

M6 263G 293C 315.1C rCRS

M6 263G 293C 309.1C 315.1C

M6 263G .
T ¢, Puede el pelo M6 pertenecer a algunos
M6 [263G 293C 309.1C 315.1C de los donantes M1-M47?

M6 263G 293C 309.1C 315.1C

M6 263G 293C 309.1C 315.1C 16519C

M6 263G 293C 309.1C 315.1C

h6 mzbeGIEnIMle I IeH 108 No contestan/especifican 4 labs
M6 263G 293C 309.1C 315.1C

M6 [263G 293C 309.1C 315.1C 16519C Puede pertenecer a M3 22 labs
M6_[73G 263G 203C 315.1C No puede pertenecer a M3 4 labs

M6 [73A/G 263G 309.1C 309.2C 16519C

M6 263G 293C 309.1C 315.1C 16519C

M6 263G 293C 309.1C 315.1C

M6 263G 293C 309.1C 315.1C

M6 [263G 293C 309.1C 315.1C Buen consenso en los resultados

M6 263G 293C 309.1C 315.1C

M6 263G 293C 309.1C 315.1C 16519C

M6 263G 293C 309.1C 315.1C 16519C

M6 263G 293C 309.1C 315.1C

M6 263G 293C 309.1C 315.1C 16519C
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(Ejercicio Avanzado)

Muestra M8 (mezcla)

Constituyentes (8:1) Haplotipo
Saliva (Donante no tipado ) 263G 309.1C 315.1C 16519C
Semen (D4: GHEP2011) 72C 263G 309.1C 315.1C 16298C 16301T
: Saliva + Semen
Muestra Haplotipo esperado (células y colas de espermatozoides)
M8 (12 fraccion) 72Y 263G 309.1C 315.1C 16298Y 16301Y 16519CY
M8 (2° fraccidn) Nada o haplotipos con restos de contaminacion de la 1° fraccion---
Cabezas de espermatoides (carecen de
componente mitocondrial)

Muestra Haplotipo consensuado n (%)

M8 (12 fraccion) 72Y 263G 309.1C 315.1C 16298Y 16301Y 16519Y 10/19(52,67 %)

M8 (12 fraccion) 263G 309.1C 315.1C 5/19 ( 26,3 %)

M8 (22 fraccion) No hay consenso

Sélo emiten 7 labs la 22 fraccion
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M8 (12 fraccion)

el resultado de las fracciones

La lisis diferencial parece que no afecta en

Haplotipo LD

M8 _1FRAC  [72Y 263G 309.1C 315.1C 750G 15904Y 16298Y 16301Y 16519Y Si
M8 _1FRAC  |72Y 263G 309.1C 309.2C 315.1C 16298Y 16301Y Si
M8 1FRAC  |263G 309.1C 315.1C No
M8 1FRAC  |88G 278G 324d 325C 331C 333C 334G 16026G 16033T 16037G 16111Y 16223Y 16234Y 16290Y 16311Y No
M8_1FRAC _ [72Y 263G 309.1C 315.1C 16298Y 16301Y Si
M8 1FRAC  [263G 309.1C Si
M8_1FRAC  |no result Si
M8_1FRAC _ [72T/C 263G 309.1C 315.1C 16298T/C 16301C/T No
M8 1FRAC  [263G Si
M8_IFRAC 263G 309.1C 309.2C 315.1C 16298Y 16301Y No
M8 1FRAC  [72Y 263G 309.1C 315.1C 16298Y 16301Y No
M8 _1FRAC  [263G 309.1C 315.1C 16519C Si
M8_1FRAC _[72Y 263G 309.1C 309.2C 315.1C 16298Y 16301Y 16519Y Si
M8 1FRAC  [263G 309.1C 315.1C 16519C No
M8 1FRAC  [263G 309.1C/309.2C 315.1C 16519C No
M8_1FRAC _ [72Y 263G 309.1C 315.1C 16298Y 16301Y No
M8_1FRAC _ [72Y 263G 309.1C 315.1C 16298Y 16301Y 16519Y Si
M8 1FRAC  [72Y 263G 309.1C 315.1C 16298Y 16301Y 16519Y Si
M8 1FRAC  [263G 309.1C 309.2C(HL) 315.1C 16298Y 16301Y No

M8 (22 fraccion) Resultados esperables tanto para

12 fraccién com para la 22
xclusivo semen Emopl d

M8_2FRAC [72C 263G 309.1C 315.1C 750G 15904T 16298C 16301T MOISSIHE RO — pieo de

M8 2FRAC [263G 309.1C 315.1C LD

M8 _2FRAC [263G 309.1C _315.1C??2? Resultados

M8 2FRAC [263G 309.10309.203815.1C ESPERADOS

M8 2FRAC [263G 309.1C 315.1C 16519C el

M8 2FRAC [263G 309.1C 315.1C

M8_2FRAC [72Y 263G 309.1C 315.1€] 197 ¢Hay

consenso?

HENSES
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M9 (pelo contaminado)

RESULTADOS

(Ejercicio Avanzado)

Muestra Constituyentes

Haplotipo consensuado

Labs

M9 (12 fraccidn-contaminante) Sangre M2 (2005)

263G 309.1C 315.1C 16519C

17/19 ( 89,5%)

M9 (22 fraccién-pelo-) M1 (2011)

153G 263G 315.1C 523d 524d * 16291T16519C

8/21 (52,6%) +3

Lisis Diferencial |N° de labs Consenso Si Consenso no
La lisis diferencial parece que favorece Si 12 7 (58,3%) 5 (41,6%)
una mejor separacion de los componentes Ng ? 3 (37.5%) 5(62,5%)
X - -
M9 M9
(12 fraccion —contaminante -) (22 fraccion -pelo-)
N
M9 1FRAC  [263G 309.1C 315.1C M9 _2FRAC _[153G 263G 315.1C 16291T 16B854Y ) SiLD
M9 1FRAC 263G 309.1C 315.1C M9 2FRAC [153G 263G 315.1C Del522 Del52a=6291T SILD
M9 1ERAC  1263G 309.1C 315.1C M9 2FRAC  [72Y 263G 309.1C 315.1C
M9 1FRAC  [263G 309.1C 315.1C mg ;igﬁg = 1i3R =6 EL15.1C
63G 309.1C 315.1C s

mg iiiﬁg ;BQ S8 Bl M9 2FRAC 153G 263G 315.1C 16291T NO LD
M9 1FRAC 53@263.(3 315 1'C M9 2FRAC [153G 263G 315.1C 16291T NO LD
Mo IFRAG  DRT2 309.1C 3 1'5 i M9 2FRAC [153G/A 263G 309.1C/T310C/T 315.1C 16291C/T NO LD

: : M9 2FRAC  [263G 309.1C 315.1C NO LD
M9 1FRAC  [263G 309.1C 315.1C 16519C VD FG  iGEs 56 SiE o R SiD
M9 1FRAC  [263G 309.1C 315.1C 16519C e
M9 _1FRAC 263G 309.1C 315.1C M9 2FRAC 153G 263G 315.1C 523d 524d 16291T 16519C NO LD
M9 1FRAC 263G 309.1C 315.1C 16519C M9 2FRAC [263G 309.1C 315.1C No LD
M9 _1FRAC 263G 309.1C 315.1C M9 2FRAC  [153G 263G 315.1C 523D 524D 16291T 16519C SILD
M9 1FRAC  [263G 309.16-845.1C M9 2FRAC  [263G 309.1C 315.1C NO LD
M9 1FRAC  [263G 309.1C 319.C Nomenclatura FALTA " 1" M9 2FRAC 153G 263G 315.1a(522delC 523delA 26291T SILD
M9 1FRAC  [263G 309.1C375.1C M9 2FRAC 263G 309.1C 315.C
M9 1FRAC  [263G 309.1C 315.1C 16519C M9 2FRAC 153G 263G 315.1C 16291T SILD
M9 1FRAC  [263G 309.1C 315.1C M9 2FRAC 153G 263G 315.1C 523delA 524delC 16291T 16519C SiLD

M9 2FRAC [153R 263G 309.1C(HL) 315.1C 16291Y NO LD
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M1-M4 (Ejercicio Basico)

» Buenos resultados: Errores facilmente evitables (transcripcion / nomenclatura).
o Dobles revisiones/Doble edicion
o Chequeo filogenético
0 Volcado de datos automatico

» En referencia a M1 (region HVSIII) NO SIEMPRE EL RESULTADO CONSENSUADO ES EL
CORRECTO, puede haber otras opciones.

M5 (Mezcla 2:1)

* Interpretacion de mezclas (ADNmt) no esta aconsejado en la casuistica forense con las técnicas de
secuenciacion actualmente disponibles. Descenso sensible en la participacion de los laboratorios (41-
>27)

* Muestras en las que se compromete la reproducibilidad y repetitividad de los resultados(aparicion de
heteroplasmias en alguno de los componentes, la quimica de secuenciacion, la proporcion de los
contribuyentes, la naturaleza de los fluidos constituyentes...)

* Resultados no esperados (22 fraccion).¢ IDEAS que expliquen el resultado ?

» En referencia a M5 (22 fraccion) En ocasiones, TAMPOCO EL RESULTADO CONSENSUADO ES
EL VALOR ESPERADO.
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M8 (Mezcla 8:1)

* De nuevo dificil establecer un resultado consenso y por otra parte resultados no consensuados

(fraccion 1-saliva-) son explicables y correctos

» Las muestras M5 y M8 nos muestran un distinto comportamiento ante el analisis de ADNmt (ambas
con semen como contribuyente). La concentracion de los contribuyentes resulta determinante en el

resultado de ambas fracciones.

M9 (pelo contaminado)

» Los resultados apuntan a una mejor separacion del componente contaminante al emplear la lisis

diferencial.
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Participacion y consenso

| |
[ Consenso >90% |
40 T l
= —
3¢ Consenso 12 fraccion 5afraccion
55% ]
— 0 12/22fraccid
3] Consenso 2% fraccion [ Consenso 82% Consenso 12 fraccion /22 fraccion
40% 53% M 12fraccién
( ) u
25 - Consenso 22 fraccion :
No consenso
. )
20 - —
15 1 Consenso 12 fraccion
89,5%
10 1 Consenso 22 fraccion
52,6 %
5 - I
0 - T T T 1
M1-M4 M5 M6 M7 M8 M9
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Conclusion Final respecto al analisis de ADNmt
en mezclas

» Especial precaucion en la interpretacion de resultados de ADNmt procedentes de mezcla. Valorar su
empleo en la casuistica forense. Distintos autores desaconsejan su uso .

» Historicamente (ejercicios del GHEP ) se ha puesto de manifiesto su dificultad para consensuar
resultados.

CREO QUE NOS SIRVEN PARA APRENDER SOBRE SU ESPECIAL DIFULTAD
INTERPRETATIVA Y SU DIFICIL ESTANDARIZACION. HABRIA QUE REPLANTEARSE
EL INCLUIR ESTE TIPO DE ANALITICA , AL MENOS, EN EL EJERCICIO BASICO.



