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RESUMEN

Se realizo la validacion de las técnicas Bluestar Forensic Free y Thevenon
Roland-Piramidén en el Laboratorio de Biologia del Instituto Nacional de
Medicina Legal y Ciencias Forenses sede Bogota; se utilizaron 100 muestra,
dentro de las cuales se encontraron, sangre humana, sangre animal, fluidos
biolégicos humanos, productos vegetales, agentes quimicos, sangres
diluidas y sangre con diferentes sustancias que podrian inhibir su reaccion,
entre ellas la soda caustica, detergente, hipoclorito, limén y peroxido de
hidrogeno. Las muestras se colocaron en diferentes soportes a manera de
mancha, para conocer su reaccién y su comportamiento en los diferentes

sustratos.

Se hallaron los resultados estadisticos empleando una tabla de 2 x 2 como
herramienta de analisis, estos resultados se tabularon en las casillas de la
siguiente manera: (a) Verdaderos positivos, (b) Falsos positivos, (c) Falsos
negativos y (d) Verdaderos negativos, datos con los cuales se calculd la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo,
indice de concordancia e indice de Kappa; y se hallo el limite de deteccién
para las dos técnicas.

Finalmente se pudo concluir que las técnicas de Bluestar Forensic Free y
Thevenon Roland-Piramidén son altamente sensibles y medianamente
especificas para la determinacion de sangre en manchas, lo cual permite el
uso forense como pruebas preliminares o de orientacion y que se debe

confirmar con técnicas de Individualizacibn como ADN.

Palabras claves: Bluestar Forensic Free, Thevenon Roland-Piramidon,

Sensibilidad, Especificidad, Reproducibilidad, Repetibilidad y Limite de

Deteccion
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ABSTRACT

We made the validate the techniques chemiluminescence Bluestar Forensic
Free and colorimetric Thevenon Roland-Piramidon in the Biology
Laboratory of the National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences
Bogota, 100 samples were find, among which are, human blood, animal
blood, human biological fluids, plant products, chemicals, blood and blood
mixed with various substances that might inhibit your reaction, including
caustic soda, detergent, hypochlorite, hydrogen peroxide and lemon. The
samples were placed in different media as a spot to hear their reaction and
their behavior on different substrates.

For statistical analysis we used the 2 x 2 tables as a tool of analysis, these
results are tabulated in boxes as follows: (a) true positive, (b) False positives,
(c) False negative and (d) True negative data with which we calculated the
sensitivity , specificity, positive predictive value, negative predictive value, and
concordance index Kappa index, and is the limit of detection for both

techniques.

Finally we may conclude that the techniques of Bluestar Forensic Free and
Thévenon Roland Piramiddn are highly sensitive and moderately specific, for
the determination of blood on spots, This allows the use as forensic evidence
or preliminary guidance and should be confirmed with techniques like DNA

Individualization.

Keywords: Bluestar Forensic Free, Thévenon Roland-Piramiddn, Sensitivity,

Specificity, Reproducibility, Repeatability and Detection limits.
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1. INTRODUCCION

En Colombia se presentan un gran numero de delitos en diferentes
modalidades; la investigacion de sangre ha tenido gran importancia como
posible componente para la solucion de casos criminales por medio del
analisis con pruebas preliminares, de orientacion, especie e individualidad
con ADN.

La sangre encontrada en la escena del crimen se ha constituido como
elemento esencial en el esclarecimiento de investigaciones judiciales. La
seleccion y recoleccidn de evidencias es de fundamental importancia a la

hora de llevarlas al Laboratorio para su analisis.

Cuando llegan al Laboratorio de Biologia Forense las manchas al parecer de
sangre, el método de orientacion es la prueba preliminar. En estos casos se
precisa un alto conocimiento de estas técnicas, puesto que una eleccion
inadecuada de la técnica a aplicar o una interpretacion errénea del resultado,
puede hacer perder el valor de un elemento de prueba que, finalmente puede

ser trascendental.

Con la validacion de estas dos técnicas, Bluestar Forensic Free y Thevenon
Roland-Piramidén, se pretende aportar en los estrados judiciales pruebas
gue sean realizadas con técnicas robustas, de alta sensibilidad, con altos
parametros de calidad que soporten la mas dura controversia juridica.

Estas pruebas preliminares, facilitan al perito su trabajo, por ser faciles de
usar, econdmicas, tener un buen desempefio a la hora de implementarlos, no
requiere condiciones inalcanzables para los profesionales forenses,
facilitando el desarrollo del proceso pericial y la rapida accion por parte de las

autoridades competentes.
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2. MARCO TEORICO

Al Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses llega un gran
namero de casos provenientes de homicidios, suicidios, muertes y lesiones
accidentales, accidentes de transito, abuso sexual, violencia intrafamiliar y

lesiones personales.

En Colombia en el afio 2007 el INMLYCF, informé que se presentaron 16.318
casos de homicidios y en el 2008 fueron 15.251 los casos reportados, el
92% de las victimas son hombres, lo que daria una relaciéon de 12 hombres
por cada mujer asesinada, se encontrd que la poblacion mas afectada por
este delito se encuentra en el rango de 18 a 34 afios de edad. Con respecto
a la incidencia de suicidios se determiné que para el afio 2007 se
presentaron 1.673 casos de los cuales 170 eran mujeres y 1.503 hombres,
como resultado, se ve un incremento del 4% comparado con el 2008. Los
hechos accidentales son una de las causas de morbilidad y mortalidad mas
comunes en nuestro pais, en el afio 2008 hubo 3.214 muertes y 8.394
heridos, 9 muertes mas que en el 2007. En cuanto a accidentes de transito
se registraron 5.670 muertes y 45.888 casos no mortales. Segun las
estadisticas del INMLYCF, aproximadamente una de cada cuatro mujeres
sufren violencia sexual por un pariente y casi un tercio de los nifios y
adolescentes, siempre tienen su primera experiencia sexual de manera
forzada, el Instituto informdé que en el 2008 se realizaron 21.202 informes
juridicos, 929 casos mas que en el afio 2007. Dentro del proceso normal del
desarrollo y evolucién de una familia, se pueden encontrar situaciones de
conflicto y crisis posibilitando un ambiente de interaccion fundamentado en
estrés y tension en el grupo familiar, lo que puede desencadenarse en
conductas inadecuadas denominadas violencia intrafamiliar, en el territorio
Nacional, durante el afio 2008 los servicios médico forenses del Instituto

Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses evaluaron 72.849 victimas
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por violencia intrafamiliar. Del total de los eventos, el mayor porcentaje
correspondio a casos de violencia de pareja 43.319 (59,4%), seguido por la
violencia entre otros familiares 15.990 (21,9%) y se evaluaron 13.540
(18,5%) menores de edad, victimas de maltrato de todos los reconocimientos
hechos por los profesionales médico-forenses. En el 2008 se informo
126.869 casos por lesiones personales, segun los médicos estas lesiones
son las que mas se solicita por el sistema juridico, para el 2007 hubo una
disminucién de 6.606 casos, lo que indica que se redujo un 5%?.

En la actualidad los casos que llegan al Laboratorio de Biologia Forense del
Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias forenses, buscan analizar
manchas de sangre siendo el componente mas comun en las evidencias a
procesar, componente que tiene vital importancia y el cual ha hecho que se
implementen técnicas confiables, reproducibles, econdémicas y de facil
procedimiento. Por ello, en este estudio se emplean dos pruebas
preliminares en la busqueda de sangre, Bluestar Forensic Free y Thevenon

Roland-Piramidon.

2.1 Antecedentes
El inicio de la Quimioluminiscencia se remonta al afio 1928, en donde el
aleman Albrecht de forma accidental, se encontré con una extrafia
combinaciéon, que acababa de descubrir, el 5-amino-2, 3-dihidro-1, 4
ftalacindonia, una sustancia que emitia una luz tenue azul brillante al
mezclarla con el peroxido de hidrogeno (H202) en presencia de un
catalizador como el cobre (Cu Il), el cobalto (Co IIl) o el hierro (Fe Il). Si bien
la bioluminiscencia se debia a la reaccion en el desprendimiento de energia
en forma de luz que se daba en la naturaleza, el hecho de poderlo realizar de
forma artificial mediante = quimicos recibiria el nombre de

guimioluminiscencia, término que comienzo a extenderse para referirse a

! INMLYCF. DRIP — Estadisticas. 2007, 2008. http://www.medicinalegal.gov.co
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tal fendbmeno. En 1937 repasando los conocimientos hasta el momento tanto
de la quimica como de la medicina, el quimico Walter Spech, de la
Universidad de Medicina Legal y Criminalistica de Jena (Alemania),
comienza a usar el Luminol en distintos test de deteccién de sangre sobre
superficies tales como pavimentos, ladrillos, paredes y otros objetos,
encontrando una gran efectividad del Luminol al detectar sangre en la
mayoria de las superficies; e incluso en aquellas superficies en las que
previamente se habian limpiado hasta cinco veces. La iniciativa de Spech
surgio por la escasa obtencion de indicios y evidencias sanguineas en las
escenas de crimenes, puesto que los criminales manipulaban los elementos

del lugar de los hechos eliminando cualquier tipo de restos biolégicos?.

En 1951 el Luminol ya se aplicaba en distintos casos como herramienta de
refuerzo de la investigacion criminal, a partir de aqui, el Luminol fue
reconfigurado para una mayor efectividad y mejora tanto en sus resultados
como en su utilizacion. En este mismo afio, Grodsky intenta mejorar la
formula de Alberch con una nueva mezcla a base de carbonato de sodio,
perborato de sodio, luminol y agua destilada; esta mezcla se convirtio en la
férmula més utilizada por los investigadores para detectar rastros de sangre
en la escena de un crimen. Sin embargo, el uso del carbonato de sodio
produce una lenta reaccién en el proceso de oxidacion de la hemoglobina,
por lo cual es de breve duracion y de poca luminosidad. Por otra parte, una
vez que los agentes reactivos se disuelven en el agua, la vida atil de la
solucién es muy corta, siendo esta formula muy inestable y téxica, debido a
la presencia del perborato de sodio. En 1966, Weber propone su mezcla para
el Luminol: hidroxido de sodio o potasio en un medio hidratado de agua
destilada y peroxido de hidrogeno, dando como resultado un luminol que

aunque termolabil (sensible a cambios en la temperatura), y de una vida (util

2. BUENDIA RUBEN. Laboratorio de gwen. Luminol: La confidencia de un espectro. 2008.
http://ellaboratoriodegwen.blogspot.com
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muy corta; ofrece una reacciéon luminosa que se puede fotografiar o filmar por

una camara de visién nocturna en total oscuridad?®.

En el afio 2000, Jean-Marc Lefebvre Despeaux, presidente de BlueStar,
encargo a Loic Blum, Ph.D., profesor de bioquimica de la Universidad Claude
Bernard-Lyon, encontraron una nueva férmula que seria a base de luminol,
que eliminaba todos los inconvenientes que anteriormente se habian
presentado. Como resultado de ello, Blum descubrié esta nueva formula que

fue posteriormente llamado BlueStar ® Forensic”.

Hoy en dia, hay dos variantes de obtencion de Luminol aplicable a la
investigacion, por un lado la forma casera mediante la formula de Weber, por
otro la forma comercial mediante los distintos preparados y presentaciones.
La marca mas conocida actualmente es Bluestar Forensic, distinguida
principalmente por haber eliminado parte del atraso en la reaccion, por la
facilidad en el manejo del producto en comprimidos y liquidos en envases

idoneos para su uso y almacenamiento®.

DILBECK, LISA, sefal6 en su articulo, que el Bluestar Forensic esta ahora
disponible como un sustituto del Luminol, aunque el Bluestar Forensic es un
luminol basado en sus funciones, pero sus propiedades son mas conveniente
para la escena del crimen, ya que no requiere completa oscuridad para la
reaccion, se mantiene la misma quimioluminiscencia después de cada

aplicacion y estudios realizados demuestran que no destruye el ADN®.

® BLUESTAR®. Reactivo Revelador para Manchas de Sangre oculta. Ciencia Forense.cl Revista On-Line de
Criminalistica. 2009. http://www.cienciaforense.cl/csi

4 M. DAWN WATKINS MS. CLPE. CSCSA. KING C. BROWN MS. CSCSA. CFPH. BLUESTAR®. A Comparison of
Visual Enhancement Chemicals for the Recovery of Possible Blood Stains at the Crime Scene. Blood Deteccion.
www.bluestar-forensic.com/gb/download.php.

5. EL INVESTIGADOR. Una formula basada en el luminol. 2009. http://policiasenlared.blogspot.com

6 DILBECK, Lisa. Use of Bluestar Forensic in Lieu of Luminol at Crime Scenes. Journal of Forensic Identification.
Journal of Forensic Identification, 2006. Paginas 56 (5).
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M.C. NEGRE MUNOZ, A. CASTELLO PONCE, P. GIL PITARCH Y F.A.
VERDU PASCUAL, demostraron en su estudio, que el éxito de las pruebas
de ADN, depende en gran medida de las técnicas de orientacion que
permiten la deteccién y el estudio previo de la muestra a analizar. En este
trabajo se estudio la fiabilidad de las pruebas de orientacion (Bencidina,
Luminol, O-Toluidina y Fenolftaleina) sobre muestras contaminadas en el
laboratorio con distintos productos. Los resultados arrojaron que es posible
que la presencia de un contaminante impida la deteccion de sangre presente
en una muestra; y esto puede ocurrir incluso en muestras con alta
concentracion de sangre. Las pruebas de orientacion Bencidina, O-Toluidina
y Fenolftaleina, dieron como resultado falsos negativos sobre muestras
contaminadas; el luminol dio resultados positivos sobre muestras sometidas
a lavados, permitiendo detectar y delimitar las zonas donde aun quedaban
restos de sangre que a simple vista, no se observaban; destacandose por su

mayor desempefio en el estudio en muestras sometidas a lavados’.

Entre otros estudios realizados en Brasil, NEGRE, CASTELLO; GIL; VERD,
utilizaron pruebas presuntivas como Bencidina, Luminol, Fenolftaleina y O-
toluidina para determinar sangre en manchas, empleando variantes como el
tiempo y el almacenamiento de las muestras; la Bencidina y el Luminol
fueron los reactivos mas fiables, solo arrojan resultados dudosos con
muestras que se mantuvieron al aire libre durante 12 meses; la Fenolftaleina
y la O-toluidina fueron los reactivos que dieron deficientes resultados, la
Fenolftaleina fue el reactivo menos sensible y la O-toluidina el menos
especifico. De los resultados obtenidos, se concluye que, en muestras
forenses, la efectividad de una prueba depende del estado de la muestra, su

antigiiedad y grado de contaminacién, entre otros®.

" NEGRE MUNOZ, M.C., CASTELLO PONCE, A., GIL PITARCH, P. ET AL. Bloodstains?: reliability of the

gresumptive test.Cuadernos de medicina forense. 2003, No. 34. http://scielo.isciii.es/scielo.php.
NEGRE, CASTELLO; GIL; VERDU. Influencia del ambiente en el estudio criminalistico de muestras bioldgicas.
Revista Brasilera de Medicina Legal. Afo 2004, Volumen Il, No.1.
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CASTELLO PONCE ANA y VERDU PASCUAL FERNANDO A, del
Departamento de Medicina Legal de la Universidad de Valencia, Espaifia,
realizaron  estudios de test presuntivos para sangre como
Tetrametilbencidina, Verde de Leucomalaquita y Fenolftaleina. En este
estudio, se comparo la efectividad de estos reactivos en muestras diluidas a
diferentes concentraciones y contaminadas con acido ascérbico. De estas
pruebas se obtuvo que la adicion del acido ascorbico sobre las manchas de
sangre a estudiar, producen falsos negativos. Los resultados obtenidos para
las muestras de sangre contaminadas con Acido Ascorbico fueron: la
Tetrametilbencidina dio resultados positivos hasta 1/200.000, la O-toluidina y
el Verde de Leucomalaquita dieron resultados positivos hasta 1/20.000 y la
Fenolftaleina dio resultados positivos hasta 1/200, estos efectos se evaluaron
comparando los resultados obtenidos por diferentes reactivos, tanto en

sangre en manchas como en sangre liquida®.

Estudios realizados por CASTELLO PONCE, M. ALVAREZ SEGUI, M.
MIGUEL FEUCHT Y F.A VERDU PASCUAL, analizan la sensibilidad del
Luminol para encontrar manchas de sangre invisibles, que han sido lavadas
para tratar de eliminar los vestigios de esta. Los resultados mostraron que se
puede extraer y amplificar DNA en las muestras sometidas a 1, 2, y 3
lavadas, y que el luminol es muy eficaz para detectar indicios invisibles de

sangre y manchas de estas que han sido lavadas hasta 10 veces®™.

Los autores MR. VILLEGAS, ML. ACEVEDO, J. MIRANDA Y EA. PINTO, en
su estudio, “Revelado de manchas latentes: efectividad del luminol y

evaluacion de su efecto sobre el estudio del DNA”, evaluaron las pruebas

° CASTELLO PONCE ANA y VERDU PASCUAL FERNANDO A. Critical revision of presumptive tests for

bloodstains. Department of Legal Medicine. College of Medicina and Odontology univetsity. Valencia, Espafia.
Forensic science communications. Julio de 1999, volumen 1, No.2.

10. CASTELLO PONCE ANA, VERDU PASCUAL FERNANDO, ALVAREZ SEGUI, FEUCHT MIGUEL.
Development of Latent stains: effectiveness of luminol and evaluation of its effect on DNA analysis. Cuadernos de
Medicina Forense. Sevilla, Espafia. 2002.
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presuntivas de Piramidon, Luminol y Fenolftaleina con el fin de determinar su
sensibilidad e interferencia, frente a diferentes condiciones de soporte,
temperatura y ambiente. Ademas se evaluaron las mismas condiciones para
los test de Takayama, Inhibicion de la aglutinacion y Absorcién-elucion que
determinan el origen de la sangre y tipifican su grupo sanguineo. Se
demostré que tanto las pruebas presuntivas como las confirmatorias no se
ven afectadas en su mayoria al variar los soportes, la temperatura o las
condiciones ambientales bajo las cuales fueron almacenadas. Respecto a la
sensibilidad, se encontr0 que es mayor en las pruebas presuntivas en
comparacion con las pruebas confirmatorias, ya que estas requieren de

muestras que no hayan sido sometidas a diluciones o lavados™.

Los siguientes autores SHANAN S, TOBE, M.SC; NIGEL WATSON, PH.D;
Y NIAMH NIC DAEID, PH.D, en su estudio utilizaron el Luminol, el Verde de
Leucomalaquita, la Fenolftaleina y el Bluestar como pruebas presuntivas
para la deteccion de manchas de sangre. Se hicieron diluciones desde
1/10.000 hasta 1/10.000.000 de sangre con productos para el hogar, fluidos
humanos y quimicos (saliva, semen, salsa de tomate, cebolla, frijol rojo,
rabano, papa, tomate, acido ascérbico, cloro al 5 %, sulfato cuprico al 10%,
sulfato férrico al 10% cloruro de niquel al 10%) para conocer el limite de
deteccidn de cada prueba. Los resultados arrojaron que la prueba Verde de
Leucomalaquita tuvo una sensibilidad de 1/10.000 y para el resto de las
técnicas la sensibilidad fue de 1/100.000. De este estudio se concluye que se
pudo recuperar DNA amplificado de las técnicas Luminol, fenolftaleina y
Bluestar, pero no de la técnica de Verde de Leucomalaquita de las muestras

manchadas®?.

1 MR. VILLEGAS, ML. ACEVEDO, J. MIRANDA Y EA. PINTO. Validacion de técnicas para deteccion de sangre,
sangre humana y grupo sanguineo ABO en diferentes soportes y condiciones con fines forenses. Cuadernos de
Medicina Forense. Octubre 2005. 11(42): 267-274.

12SHANAN S, TOBE, M.SC; NIGEL WATSON, PH.D; Y NIAMH NIC DAEID, PH.D. Evaluation of Six Presumptive
Tests for Blood, Their Specificity, Sensitivity, and Effect on High Molecular-Weight DNA. Forensic Sci, January 2007,
Vol. 52, No. 1. www.blackwell-synergy.com
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L. J. BLUM, PHILIPPE ESPERANCA, STEPHANIE ROCQUEFELTE,
revelan las propiedades del Bluestar, entre ellas la conservacion del ADN. El
Bluestar es un agente quimioluminiscente para la deteccibn de manchas de
sangre, que a la hora de su preparacion no tiene riesgos para la salud y
tampoco efectos minimos para alterar el ADN. Obtuvieron con la mezcla de
Bluestar la deteccidén de sangre oculta en areas de lavado, sin importar si el
sustrato es poroso o cualquiera que sea el agente de limpieza utilizado,
arrojando resultados positivos, la reaccion de quimioluminiscencia se observo

bajo condiciones de poca luz®.

WEBB SAMANTHA, compar6é el Luminol y el Bluestar como pruebas
presuntivas para detectar manchas de sangre, en el estudio querian
determinar: (1) Si la edad o la temperatura a la que estuviera la mancha de
sangre afectaba los resultados, (2) Si una vez limpiadas las manchas de
sangre se podian observar con Luminol y Bluestar y (3) Si se adicionaba
cloro a los sustratos se producian interferencias. Y concluyeron que la edad y
la temperatura a la que estaban expuestas las manchas no impidieron la
deteccibn de sangre, se determino que la quimioluminiscencia del
Bluestar es mas duradera y brillante que la del Luminol, y que se detectaron
manchas de sangre a pesar que tenian cloro; la sangre no fue detectada en
los sustratos en diluciones de 1/100000 y 1/1000000*.

GROSS ANN MARIE; HARRIS KATY AND KALDUN GARY, disefiaron este
estudio para poner a prueba los siguientes factores que participaban en el

procesamiento de sangre tratados con la pruebas del luminol: (1) La

13 L. J. BLUM 1, PHILIPPE ESPERANCA 2 , STEPHANIE ROCQUEFELTE. New high-performance reagent and
procedure for latent bloodstain detection based on luminol chemiluminescence. Forensic Sci. 2006. Vol. 39. No 3 pp.
81-100.

14 WEBB SAMANTHA, Criminalist Saint Louis Metropolitan Police Department, Luminol vs. BlueStar®: A
Comparison Study of Latent Blood Reagents.

23



reactividad quimica de las pruebas de color, fenolftaleina vy
Tetrametilbencidina a raiz de la aplicacion de la luz que emite el Luminol, (2)
El efecto de diferentes productos de limpieza en los distintos sustratos con el
Luminol, (3) El efecto de diferentes productos de limpieza en los diferentes
sustratos y la capacidad de obtener ADN adecuado para la prueba de PCR, y
(4) La capacidad del luminol para la extraccion del ADN en muestras
analizadas. Los resultados indicaron que el Iluminol no interfieren
negativamente en la pruebas de PCR, Se determiné que el sustrato y el
método de limpieza fueron los principales factores que afectaron el
rendimiento del ADN y la capacidad para detectar ADN por medio de la
PCR"™.

JAKOVICH CATHY, realiz6 el estudio sobre el Luminol y la Fluoresceina que
son productos quimicos frecuentemente utilizados para las pruebas
presuntivas para visualizar sangre asociados con escenas de crimen. Un
nuevo producto quimico, Bluestar, esta ahora disponible para el mismo
propésito. La investigacion demostré que el Luminol y la fluoresceina no
interfieren con el analisis de STR, pero pocas investigaciones se han hecho
para demostrar el efecto de Bluestar, en su caso, en el analisis del ADN. En
este estudio, las alfombras manchadas de sangre que fueron rociadas con
luminol, fluoresceina, y Bluestar se analizaron por STR. Completo los perfiles
de los 13 principales CODIS STR se obtuvieron a partir de hisopos de cada
alfombra, lo que demuestra que Bluestar, como luminol y fluoresceina, no

inhibe el analisis de STR.

15 GROSS ANN MARIE; HARRIS KATY AND KALDUN GARY, The Effect of Luminol on Presumptive Tests and
DNA Analysis Using the Polymerase Chain Reaction, Journal of Forensic Sciences, 1999; Paginas:837-840.

JAKOVICH CATHY. STR Analysis Following Latent Blood Detection by Luminol, Fluorescein, and , BlueStar.
Laboratory of San Diego, CA. Journal of Forensic Identification 2007. Paginas: 57 (2).
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French Defense Department Gendarmerie Nationale Criminal Research
Institute Biology Department, comentaron sobre lo fundamental de la
escena del crimen, la morfologia bioquimica y el analisis genético en el
transcurso de las investigaciones basados en pruebas de sangre. Los
expertos analizan la evidencia bioldgica, incluida la sangre para identificar su
origen y luego compararla con las muestras de la victima o el culpable.
Existen dos categorias: (1) Reactivacion de las proteinas y los aminoacidos
y (2) Una evidencia de actividad enzimatica. Algunas de estas técnicas;
Bencidina, Verde de Leucomalaquita, Cristal violeta, Luminol y fluoresceina
fueron suspendidas por la dificultad de la preparacién en el lugar de la
escena. A demas los estudios muestran que estos quimicos no sirven para
pequefas cantidades de ADN. Hoy en dia una de las técnicas mas usadas
es Bluestar ya que es uno de los reactivos mas comunes en las escenas de
crimen por todas sus caracteristicas: se ve en oscuridad, no importa si hay
pequefas cantidades de muestra, se reactiva con productos de hogar como
detergentes, entre otras'’.

2.2 Manchas de Sangre
En las investigaciones de los delitos en donde esta implicada la violencia, asi
como también ciertos delitos contra la integridad de las personas; la sangre
constituye una prueba de gran valor y es la que con mayor frecuencia puede
presentarse. Los restos de sangre pueden aparecer en el lugar del delito en

forma liquida o como una mancha®.

En la practica se encuentran a menudo manchas que por su aspecto general,

su forma y su coloracién son semejantes a manchas de sangre, pero también

17 French Defense Department Gendarmerie Nationale Criminal Research Institute Biology Department. The
effect of the BlueStar Blood reagent on DNA typing, 2001. http://www.bluestar-forensic.com .

18 VARGAS DUENAS EVARISTO. Biologia Forense. Fluidos del cuerpo humano. Manual de criminalistica. Primera
Edicion. Editorial Sefial Editora. 2000. Capitulo XI, Paginas 200.
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se debe tener presente que las caracteristicas macroscépicas de las
manchas de sangre son insuficientes para diferenciarlas de falsas manchas
gue tienen la misma apariencia, asi las manchas de frutas, jugos, vegetales,
vinos, manchas de tinta roja, de pintura, labial, etc., pueden semejar a reales
manchas de sangre. Las manchas de sangre tienen aspectos diferentes
segun sean recientes o antiguas y también depende del soporte en el que se
encuentren. Estas pueden ser de sangre fresca, de color rojo vivo y al caer
sobre la superficie absorbente se difunden facilmente de manera que van
cambiando de color con el transcurso del tiempo, tomando asi un color mas
oscuro 0 negruzco debido a la transformacién de la hemoglobina en
hematina por accion del oxigeno del aire. Toda mancha de sangre
descubierta debe ser protegida de la contaminacion, humedad y temperatura.
En casos de telas oscuras como pafios, la mancha al difundirse en el tejido,
puede presentar diferentes tonalidades y llegar el caso de confundirse con el
material de soporte y pasar desapercibida, al realizar el examen
macroscopico. Si la sangre cae sobre un material poroso, como un ladrillo,
cemento, madera, el color original puede alterarse debido a la absorcion de
la sangre en la escotadura del soporte. Cuando la mancha esta sobre un
soporte no absorbente, forma costras con aspecto de escamas brillantes a
agujas y estas, se pueden observar mejor si las buscamos con luz indirecta
oblicua. Si las manchas han sido lavadas con agua, el color se hace rosa, el
pigmento difunde el tejido, dando lugar a una forma irregular con lugares mas
densos que otros. El aspecto aparente es como el de una mancha que ha
sido lavada, y puede dar lugar a causas de error en la investigacion, por la
presencia de sustancias, como acidos y detergentes que modifican las
caracteristicas estructurales de la mancha. Sin embargo hay manchas que
pueden parecer no ser sangre y al efectuar los diferentes analisis, se

comprueba que si son®’.

19 VARGAS DUENAS EVARISTO. Biologia Forense. Fluidos del cuerpo humano. Manual de criminalistica. Primera
Edicion. Editorial Sefial Editora. 2000. Capitulo XI, Paginas 203, 204.
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En la actualidad, una vez que llega la muestra al Laboratorio, se les practican
pruebas preliminares. Estas pruebas son altamente sensibles, por lo que
permiten demostrar trazas de sangre en pequefias cantidades, pero carecen
de especificidad®.

2.3 Agentes Oxido y Reductores
Entre los agentes oxidantes se encuentra el Hierro un metal, simbolo Fe,
namero atdémico 26 y peso atomico 55.847, es el cuarto elemento mas
abundante en la corteza terrestre (5%), es maleable, de color gris plateado y
magnético. Es fundamental en el metabolismo celular, ya que forma parte de
la estructura de grandes numeros de proteinas, con importantes funciones
biologicas (hemoglobina, mioglobina y enzimas como las catalasas y las
peroxidasas). Estas proteinas dejan de sintetizarse o carecen de accion

biolégica si no es en presencia de unos niveles de hierro adecuados®.

El hierro es indispensable para la formacion de la hemoglobina, sustancia
encargada de transportar el oxigeno a todas las células del cuerpo. En el
organismo, el hierro se encuentra principalmente en la sangre, pero también

en los 6rganos y en los masculos?.

El hierro de los alimentos se halla practicamente siempre formando
complejos con otros compuestos y es liberado en el proceso de la digestién,
su absorcion se da en el duodeno, por lo cual es necesario que este en
estado reducido o ferroso. El hierro plasmatico no se halla nunca en forma
libre, sino unido a la transferrina, una glicoproteina de 83.000 Daltons capaz

de fijar un méximo de 2 atomos de hierro y transportarlo por el organismo. La

2 fdem No 19, Pagina 205.

21 BLUESTAR FORENSIC. El mejor revelador de manchas de Sangre oculta en la escena del crimen. Madrid,
Espafia. www.bluestar-forensic.com

22 LENNTECH. Hierro, 2008. http://www.lenntech.com/espanol/tabla-peiodica/Fe.htm
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transferrina solo fija el hierro cuando se halla en estado oxidado o férrico; en

condiciones fisioldgicas o de normalidad?.

El peroxido, es un compuesto quimico que contiene dos atomos de oxigeno
enlazados, O-O. Pequefas cantidades de peroxido de hidrégeno gaseoso
estan naturalmente en el aire. El perdxido de hidrégeno es inestable y se
descompone rapidamente a oxigeno y agua con liberacion de calor. Aunque
no es inflamable, es un agente oxidante potente que puede causar
combustién espontdnea cuando entra en contacto con materia organica, se
encuentra en bajas concentraciones (3-9%) en muchos productos
domésticos, productos medicinales, en blanqueadores de ropa y productos
para cabello; en la industria se usa en concentraciones mas altas para
blanquear telas y papel, como componente de combustibles para cohetes,
para fabricar espuma de caucho y sustancias quimicas organicas. Entre otros
agentes oxidantes se encuentran: Oxigeno, Ozono, Fluor, Cloro, Bromo,

Yodo, Hipoclorito, Clorato, Acido nitrico, Permanganato, entre otros®*.

Los agentes reductores son elementos de transicion que presentan multiples
valencias o estados de oxidacion. Los elementos de transicion tienen las
propiedades tipicas de los metales: son maleables, ductiles, conducen el
calor y la electricidad, y tienen un brillo metélico. Tienden a actuar como
agentes reductores (donantes de electrones), pero son menos activos en
este sentido que los metales alcalinos. Estos agentes de transicién tienen por
lo general densidades y puntos de fusion elevados y presentan propiedades
magnéticas; forman enlaces ionicos y covalentes con los aniones (iones

cargados negativamente) y sus compuestos suelen tener colores brillantes.

23 RAFAEL MONGE ROJAS. Guia alimentarias para la educacién nutricional, Hierro. Costa Rica.

h}ftp://netsalud.sa.cr/quiasalimentarias/hierro.pdf
ALVIANO NESTOR. Toxicologia Laboral: Criterios para la vigilancia de los trabajadores expuestos a sustancias
guimicas peligrosas. http://www.estrucplan.com.ar/Producciones/entrega.asp
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Dentro de los agentes reductores se encuentran: Fluor, Hidroxilo, Oxigeno,
Peréxido de hidrogeno, Permanganato, Dioxido de cloro, Hipoclorito, Cloro,
Bromo, Yodo, Carbdn, Monoxido de carbono, Azufre, Fosforo, Cobalto,
Niquel, Aluminio, Magnesio, Sodio, Potasio, sustancias que contengan

celulosa como la madera, textiles entre otros®.

2.4 Peroxidasas
Son enzimas muy extendidas en toda la escala filogenética, reaccionan
utilizando un peréxido como oxidante. Se presentan en vegetales como el
rabano y en animales, existen peroxidasas con una funcién
predominantemente defensiva en la saliva, la leche o los leucocitos, donde
se aprovecha el caracter oxidante de estas, con fines germicidas y
bactericidas. No todas las peroxidasas son defensivas, una peroxidasa es
también la responsable de la sintesis de las hormonas tiroideas, oxidando en
este caso el yoduro a yodo para que éste se adicione a algunos de los anillos
fendlicos de los residuos de tirosina de la tiroglobulina. Otras peroxidasas,
como la glutation peroxidasa, estan ampliamente distribuidas en diversos
tejidos con fines diferentes, pero relacionados con una funcién antioxidante.
La mayoria de las peroxidasas son hemoproteinas y tienen como substrato
comun el (H,0,) peréxido de hidrogeno. La gran afinidad por este sustrato
hace que se pueda unir al hierro del grupo Hem de la hemoglobina, dando

lugar a una inhibicién por exceso de sustrato®.

Las peroxidasas también se utilizan como biocatalizador para la generacion

de productos de interés biotecnologico e industrial como resinas fendlicos,

25 XAVIER DOMENECH, WILSON F. JARDIM Y MARTA |. LITTER. Potencial Redox de Agentes Oxidantes. 2004.
http://www.miliarium.com/prontuario/Tablas/Quimica/PotencialRedox.htm

Practicas de Bioquimica y Biologia Molecular. Practica 8. Propiedades generales y propiedades de las
enzimas: Estudio de la peroxidasa.
http://www.um.es/bbmbi/Docencia/Practicas/Medicina/PracticasL aboratorio/Practica08.htm.
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adhesivos, antioxidantes, protectores de radiacion magnética, colorantes

para alimentos y componentes bioactivos de detergentes®’.

2.5 Catalasas
La catalasa es una enzima heminica que se encuentra en la mayoria de los
microorganismos aerobios, se encuentra en las células de los tejidos animales,
vegetales y también en microorganismos. Su funciébn es descomponer una
molécula toxica, el perdxido de hidréogeno (H.O,) resultante del metabolismo
celular, en agua y oxigeno. La existencia de catalasa en los tejidos animales, se
aprovecha para utilizar el agua oxigenada como desinfectante cuando se aplica
sobre una herida. Como muchas de las bacterias patégenas son anaerobias (no
pueden vivir con oxigeno), mueren con el desprendimiento de oxigeno que se
produce cuando la catalasa de los tejidos actlua sobre el agua oxigenada. La
catalasa se manifiesta al igual que la actividad de la peroxidasa, por la oxidacion
de sustratos acoplados a la reduccion de peréxido de hidrogeno, para formar

agua y oxigeno molecular?®®.

Agentes
oxido
reductores

l Leucobase

Leucobase + H,0, Acido acético H,O + O, forman (coloreada)
> B e +

/' '\ H,0+ O,

Peroxidasas Catalasas

27 ARTBIOCHEM. Peroxidasa, http://www.artbiochem.com/recursos/akpcespanol.pdf
28 Enzimas. Reconocimientos de la catalasas. http://abcal.iespana.es/recursos/.catalasas
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2.5Reacciones de oxido reduccién

Las reacciones de 6xido — reduccién o REDOX son aquellas donde esta

involucrado un cambio en el niUmero de electrones asociado a un atomo

determinado, cuando este atomo o el compuesto del cual forma parte se

transforma desde un estado inicial a otro final®®. La oxidacion se refiere a la

reaccion donde un atomo o un grupo de atomos pierden (e’) electrones, la

reduccion se refiere a la reaccion donde un atomo o un grupo de atomos

ganan (e") electrones, y él agente oxidante es la sustancia que se reduce

(gana e” electrones) provocando la oxidacion®.

Las reacciones REDOX, tienes las siguientes cualidades:

Son un proceso quimico en el cual cambia el numero de oxidacién de
los elementos.

El proceso puede incluir la transferencia completa de electrones para
formar uniones iénicas o solo la transferencia parcial o desplazamiento
de electrones para formar uniones covalentes.

Se efectda una oxidacion cuando aumenta el niumero de oxidacion
como resultado de la pérdida de electrones.

Se efectia una reduccion siempre que el numero de oxidacion

disminuya como resultado de una ganancia de electrones®

2.7 Pruebas preliminares para la investigacion de sangre de

interés forense:

Las pruebas preliminares son pasos previos en la analitica, para el estudio

de ADN con el fin de individualizar las evidencias, que permiten discriminar el

29

MUNIZ LOZANO LUISA. Apuntes bésicos para la electroquimica. Reacciones de oxido reduccién. 2004.

http://www.med.uchile.reaccionesdeoxidoreduccién.pdf

Salas Carmona Carlos. Quimica y ciencias. 2001. http://www.guimicayciencias.cjb.net
31. idem No 30.
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tipo de resto biolégico ante el que se encuentran. Son mas sencillas que el
propio analisis del ADN presente en una muestra, no por ello son menos

importantes®.

Las pruebas preliminares para el estudio de sangre se dividen en:

2.7.1 Pruebas de Orientacién: Son procedimientos técnicos y
cientificos que aplicado a la evidencia fisica, material o testigos
y relacionada a los hechos, proporcionan una guia y orientacion
sobre el objeto de la investigacion, es decir, no individualiza
sino que nos dice que esta encaminado hacia una direccion.®

Son pruebas que nos revelan la posible naturaleza de la
mancha pero no nos la aseguran, sirven sélo para descartar,
pero no para concluir. Son sencillas de realizar, de bajo costo,
muy répidas y nos ayudan a seleccionar las manchas a
analizar.

Se basan en la capacidad potencial que posee el grupo “Hem”
de la hemoglobina para ejercer la actividad peroxidasa,
aportando al sistema reaccionante, peréxido de hidrégeno,
induciendo el desprendimiento del oxigeno por descomposicion
del peroxido, el cual actia sobre un sustrato organico reducido
(Bencidina, Fenolftaleina, Verde de Leucomalaquita,
Luminol, Thevenon Roland-Piramidon etc.) transformandolo
en su forma oxidada cromatica.

%2 PRIETO SOLLA LOURDES. APLICACIONES FORENSES DEL ADN. Comisaria General de Policia Cientifica
Laboratorio de ADN. http://www.uam.es/personal pdi/ciencias/gpepe/g forense/aplicaciones forenses del adn.pdf
#CONTRERAS JOSE DANIEL. Investigacién Criminal 2007. http://www.scribd.com
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Dentro de estas pruebas de orientacidn encontramos:

La Fenolftaleina: Es un acido débil que pierde cationes en
solucion. La molécula de fenolftaleina es incolora, en cambio el
anion derivado es de color rosa. Cuando se agrega una base, la
fenolftaleina pierde cationes formandose la Fenolftaleina y
haciendo que tome coloracion rosa. Siendo la fenolftaleina un
indicador de pH que en soluciones acidas permanece incoloro,
pero en presencia de bases se torna rosa o violeta: utiliza el
reactivo conocido con el nombre de Kastle-Meyer. Si al aplicar
unas gotas del reactivo, aparece color rosa-violeta,
presuntamente es sangre. Si continda incoloro, es negativo
absoluto.

El Reactivo de Adler: Utiliza la solucion de Bencidina en
medio acético 0 etilico. En presencia de sangre da una
tonalidad azul verdoso, por formacion del azul de la bencidina.
El uso de este reactivo esta casi totalmente descartado debido
a sus caracteristicas cancerigenas.

El Luminol: Es un derivado del &cido ftalico (3-
aminonattilhidracina), es un sélido verdoso poco soluble. Su
mayor importancia reside en la reaccion de quimo-luminiscencia
que da con peroxidos en presencia de complejos de hierro
como catalizadores. Es una prueba muy popular usada para la
visualizacion de manchas tan diluidas que son invisibles al ojo
desnudo. Esta pericia es altamente sensible a la presencia de
manchas que han sido limpiadas. También se emplea para
visualizar huellas sanguinolentas de zapatos dejadas en la
escena del delito. Este popular producto puede ser preparado
en laboratorio 6 bien adquirido en su preparacion comercial. La
primera posibilidad presenta la dificultad de ser dificil de
preparar y estabilizar, por lo que normalmente se adquiere
comercialmente. En cualquiera de los casos, el Luminol se
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aplica por aspersion sobre la zona donde se cree puede existir
un rastro de sangre, de donde viene su principal ventaja: se
puede aplicar en extensas superficies, detectando sangre hasta
a nivel de trazas*.

e Reaccion de Thevenon-Roland o del Piramidon: Es una
disolucién etandlica de piramidon, esta se macera en acido
aceético concentrado, se afiade el reactivo y unas gotas de agua
oxigenada, siendo positiva es de color violeta®.

2.7.2 Pruebas de Certeza: Son procedimientos técnicos cientificos
que aplican tecnologia y ciencia; arrojando como resultado que
el objetivo de la investigacion es ese y no otro. Este proceso de
investigacion da como resultado la seguridad en un resultado,
identificando plenamente el objetivo al cual se le aplica el

método®.

Estas pruebas nos permiten determinar el tipo de resto
biol6gico analizado con seguridad, para determinar si la sangre
es humana o animal. La deteccion de hemoglobina en la
muestra para determinacion de sangre o la visualizacion al
microscopio de espermatozoides para la determinacion de

semen son algunos ejemplos.

3 Introduccién a la criminalistica. México. 2009. http://www.criminalistica.net
35. CONTRERAS JOSE DANIEL. Investigacion Criminal 2007. http://www.scribd.com
36. idem 33
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Se puede clasificar en 4 pruebas:

Pruebas Histologicas: Se basa en poner de manifiesto las

células sanguineas a través del microscopio optico.

Pruebas Cristalograficas o Microquimicas: Pretende obtener
sustancias derivadas de la hemoglobina, que forman unos
cristales caracteristicos visibles con el microscopio Optico. Son

técnicas sencilla.

Dentro de estas pruebas podemos encontrar:

Cristales de Hematina: Son forman cristales clorhidrato de
hematina también llamados Teichman, son muy caracteristicos
por sus formas de prismas rémbicos, alargados y de color pardo
oscuro. Se obtiene mayor numero si se utiliza el reactivo de
Gabriel Bertrand. Los cristales de yodhidrato de hematina son
prismas rémbicos de color muy oscuro que se obtiene con el

reactivo de strzyzouski.

Cristales de Hemocromoégeno: Normalmente suele emplearse
la solucion de Takayama, es una solucion acuosa de glucosa a
la que se afade piridina. Se obtienen cristales delgados, en
formas de agujas de color amarillo-naranja. Técnica mas
empleadas son las basadas en la obtencion de cristales de

Teichman, reactivos mas estables.

Pruebas Espectroscoépicas: Se busca obtener el espectro de
absorcion de la hemoglobina y de sus derivados. Las técnicas

espectroscopicas no son tan empleadas.
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2.7.3

Pruebas Cromatograficas: Técnicas utilizadas para separar
sustancias. Para la sangre se suele utilizar la cromatografia en
capa fina (TLC), o la cromatografia sobre papel. La posiciéon de
cada sustancia es caracteristica de la misma y para ello se
emplea el indice de retencion, es el cociente entre dividir
distancia que ha recorrido el eluyente desde la primera

aplicacion entre la distancia que ha alcanzado las muestras.

Pruebas Especificas: Estas pruebas nos permiten determinar
el tipo de organismo al que pertenece el resto bioldgico. Una
vez que se ha determinado el tipo de muestra analizado se trata
de determinar si la muestra es humana o no. Se emplean

pruebas inmunolégicas y se pueden dividir en:

Pruebas “in vivo”: son pruebas que se realizan en seres vivos,
ejemplo: se inyecta sangre humana a un conejo a los veinte
dias se inyecta un macerado de la mancha problema, si es
humana el animal experimentara un shock anafilactico, no se

usa esta técnica.

Pruebas “in Vitro”: son pruebas realizadas en tubos de
ensayo o en ambientes controlados por fuera del organismo. Se
emplean los anticuerpos que el animal ha generado tras
inyectarle suero humano, se separa el suero con los

anticuerpos y se purifica obteniendo asi un anticuerpo humano.

Técnica de la Difusion Doble y Radial de Ouchterlony:
Consiste en formar un gel de agarosa. Si las proteinas de los
tres pocillos han difundido radialmente y se han juntados las
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lineas (se unen y fusionan) es sangre humana, si las lineas se
reunen pero forman un espolon, se trata de una reaccion de

semidentidad, si las lineas se cruzan no es humana.

e Inmunoelectroforesis: Es una herramienta de trabajo
fundamental en la Criminalistica, consiste en aplicar la muestra
gue se va estudiar en un soporte inerte que se asienta sobre
una placa de vidrio y se ponen dos electros entre los extremos

y se aplican un campo eléctrico.

2.7.4 Pruebas de Individualizacién: Se utilizan técnicas de biologia
molecular para la amplificacion del ADN mediante la PCR u
otras pruebas moleculares. Demostrando que la sangre es

humana y a qué individuo pertenece.

Estas pruebas identifican plenamente un objetivo o a una
persona; es aportar los elementos que separan un individuo de

otro y/o un objeto de otro*’.

Para estos estudios de invidualizacion basicamente se emplea
la molécula de ADN, (es un &cido nucleico que contiene la
informacion genética usada en el desarrollo y el funcionamiento
de los organismos vivos conocidos y de algunos virus, siendo el
responsable de su transmision hereditaria), se localiza dentro
de las células que forman los diferentes tejidos de un individuo

y para poder analizarla, previamente hay que aislarla

%" CONTRERAS JOSE DANIEL. Investigacion Criminal 2007. http://www.scribd.com
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separandola del resto de componentes celulares. El analisis del

ADN se realiza en cuatro fases:

Extraccion de ADN: consiste en separar la molécula de ADN
del resto de componentes celulares. Es un paso fundamental
en el analisis genético de muestras forenses, pues el éxito del
estudio puede verse afectado en gran medida si no se realiza
un buen aislamiento de la molécula. Existen gran cantidad de
sustancias que pueden interferir en este proceso, bien de los
propios reactivos utilizados durante la extraccién o bien de los
soportes en los que se encuentran situados las manchas
biolégicas. La duracion y rendimiento de este proceso también
depende en gran medida del tipo de resto bioldgico que se esta
analizando

Cuantificacién de ADN: una vez que se ha finalizado la
extraccidon se realiza la cuantificacion para saber qué cantidad
de ADN se ha logrado aislar y en qué estado se encuentra
(completo o roto).

Amplificaciéon de ADN: consiste en copiar muchas veces el
fragmento concreto de ADN que se quiere estudiar para
obtener una cantidad adecuada que permita su deteccion. Este
proceso se denomina PCR (polymerase chain reaction) y
gracias a él se puede analizar pequefias cantidades de muestra
biolégica. Normalmente se amplifican varios fragmentos de
ADN en paralelo para evitar agotar la muestra y para conseguir
una mayor rapidez en el analisis (multiplex PCR).

Deteccion del Producto Amplificado: esta es la fase final del

analisis molecular y es la que permite caracterizar y clasificar
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los fragmentos de ADN estudiados en cada muestra para

diferenciar unas de otras®.

2.8 Pruebas de orientacion para la deteccion de manchas de sangre

Dentro de estas podemos encontrar las pruebas coloreadas vy
quimioluminiscentes para la deteccion de manchas de sangre, estas se
basan en la utilizaciéon de productos quimicos que cambian de color cuando

entran en contacto con la sangre.

2.8.1 Pruebas Coloreadas

Son métodos que utilizan diferentes reacciones mediadas por enzimas que
finalizan en la formacion de complejos coloreados que se pueden evidenciar

por la aparicion de color.

Las reacciones que intervienen en las técnicas coloreadas, estan mediadas
por la accién de las peroxidasas, catalasas y/o agentes oxido reductores; que
son capaces de descomponer el peréxido de hidrogeno en agua mas
oxigeno, este oxida la leucobase y esta cambia de color, dependiendo de la
base empleada. Dentro de estas pruebas se encuentra el Thevenon Roland-

Piramid6n usando como leucobase la aminofenazona®.

38 PRIETO SOLLA LOURDES. APLICACIONES FORENSES DEL ADN. Comisaria General de Policia Cientifica
Laboratorio de ADN.

http://www.uam.es/personal _pdi/ciencias/gpepe/q_forense/aplicaciones forenses del adn.pdf

39 SALCEDO CIFUENTES MERCEDES, Manejo de la Evidencia Fisica de posible fuente Biologica, Coleccion
Ciencias Fisicas, Exactas y Naturales, programa editorial Universidad del Valle, Paginas. 52 a 55.
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2.8.1.1 Técnica Thevenon Roland-Piramidén

La técnica de Thevenon-Roland se aplica en elementos motivo de estudio
impregnados al parecer de sangre en manchas secas, prendas de vestir,
diferentes armas, algodon, papel, hojas, costras, escamas, muestras liquidas,

para identificacidon de manchas de sangre, para analisis subsiguientes.

Esta técnica se lleva a cabo por las reacciones de oxido-reduccion, que se
basan en la deteccion de peroxidasas, catalasas y/o agentes oxido
reductores (el hierro presente en el grupo HEM de la hemoglobina), estos
tienen la capacidad de descomponer el peréxido de hidrogeno, en agua mas
oxigeno, este oxida la leucobase (aminofenazona) y esta cambia de color,
(de incoloro a lila, violeta o morado). El &cido acético da estabilidad a la
reaccion y en algunos casos rompe los lisosomas liberando las peroxidasas y

catalasas de cualquier tipo de célula®.

La aminofenazona (sustrato), se oxida por accion del hierro presente en el
grupo Hem de la hemoglobina, que descompone el peréxido de hidrogeno en
agua mas oxigeno, y este oxigeno se adhiere a la aminofenazona
coloredndola por algunos segundos. Adicionalmente, el medio acido es
requerido para garantizar la maxima estabilidad de los productos formados
en la reaccion (pH de 4-5 aproximadamente), contribuyendo con el tiempo de
desarrollo del color del sustrato®’. El cambio de color del sustrato utilizado en
estas técnicas se debe al paso de su forma oxidada de la leucobase a la
forma reducida, base coloreada, debido a la descomposicién del perdxido de
hidrogeno.

0 PROCEDIMIENTO ESTANDARIZADO DE TRABAJO PARA DETECCION DE SANGRE MEDIANTE PRUEBA
PRESUNTIVA DE THEVENON-ROLAND. C6digo:DRC-GBF-T-PET-01 (MERCK Y ALDRICH).

“! PROCEDIMIENTO ESTANDARIZADO DE TRABAJO PARA DETECCION DE SANGRE MEDIANTE PRUEBA
PRESUNTIVA DE THEVENON-ROLAND. C6digo:DRC-GBF-T-PET-01

42 GUTIERREZ, R. CARMONA A. Validacién de los métodos de Thevenon-Roland y Verde de Leucomalaquita
como pruebas presuntivas en la investigacion de sangre en manchas y fluidos. IBF. Pereira 2004.
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El cambio de color del sustrato utilizado en esta técnica se debe al paso de la

forma oxidada de la leucobase a su forma reducida, base coloreada, debido

a la descomposicion del peréxido de hidrogeno®.

2.8.2 Pruebas Quimioluminiscentes

En estas pruebas se genera una reaccion quimica, con el fin de deshacerse
del exceso de energia liberando fotones en forma de luz fria. Al poner en
contacto la mezcla quimica con agentes oxido reductores, peroxidasas y/o
catalasas en medio fuertemente alcalino, hacen que se liberen oxigenos y
estos desplacen nitrégenos de la base empleada para la reaccion,
liberandolos; estos son muy inestables y forman fotones que se puede

observar en la oscuridad mediante la emisién de luz azul fria.
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Dentro de estas pruebas se encuentra el Bluestar Forensic, encontrando en
el mercado diferentes clases de este. Estos nuevos productos cuyo objetivo
es revelar manchas de sangre que se han eliminado, borrado, o que son
invisibles a simple vista, estan destinados para uso forense. Actlan sobre la
base de la quimioluminiscencia, su formula Unica lo califica como el medio
mas eficaz revelador de sangre, disponible actualmente para la escena del

crimen. Se pueden encontrar en el mercado, las siguientes presentaciones®:

2.8.2.1 Bluestar Forensic Magnhum

SMINAL INyESTIGAT

El Bluestar Forensic Magnum, es un reactivo tres veces mas potente que el
Bluestar Forensic normal. Ha sido especialmente formulado para los casos
criticos cuando diminutas particulas de sangre son buscadas. Esas gotas,
invisibles a simple vista, e inclusive bajo una lupa, son algunas veces la
Unica evidencia para confinar a un sospechoso. El Magnum es también
muy Util cuando se buscan manchas de sangre en prendas de ropa (u otros
objetos). Su alta sensibilidad hace que las manchas de sangre se
manifiesten facilmente. Particularmente apropiado para técnicos de
laboratorios forenses que necesitan un quimico extremadamente eficiente

para un examen detallado de articulos tales como ropa o armas. También

43 . . . . ~
Bluestar Forensic. El mejor revelador de manchas de Sangre oculta en la escena del crimen. Madrid, Espafia.
www.bluestar-forensic.com
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es utilizable en una gran variedad de situaciones, en el laboratorio o en la
escena de crimen, que involucre un area de busqueda limitada. Contiene
una botella de reactivo de 125 ml de solucién quimioluminiscente y (3) tres
pastillas del oxidante. Tiene una vida util de (8) ocho horas a partir del
momento de su preparacion, porque tiene un pH altamente alcalino, que
degrada el ADN con el tiempo, impidiendo asi, utilizar las muestras para

anélisis posteriores de individualizacion®.

2.8.2.2 Bluestar Forensic Destroyer

El Bluestar Forensic Destroyer es utilizado en el entrenamiento forense de
técnicos en la escena del crimen® y sirve Ginicamente para este propdsito,
debido a su alta alcalinidad no es recomendable utilizarlo en escenas reales.
Tiene el mismo empaque y la misma cantidad de pastillas que el Bluestar
Forensic normal, pero es mas econdmico para poder reducir los costos de
entrenamiento. Reacciona de la misma forma que el Bluestar Forensic
normal, exceptuando que ésta version destruye el ADN por tener un pH

superior a 11.5, esta compuesto por (4) cuatro pares de pastillas, cada par

* fdem 44.
> Inserto, Casa commercial Bluestar forensic. Destroyer DNA
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contiene una pastilla de color beige (reactivo) y una pastilla de color blanca

(catalizador), en 125 ml de agua destilada“®.

2.8.2.3 Bluestar Forensic Free

El Bluestar Forensic Free es un reactivo muy sensible para la deteccion de
minimas cantidades de sangre en diferentes soportes. Este nuevo producto
esta particularmente adaptado para buscar en objetos y en pequefias areas
la presencia de sangre, para una investigacion preliminar en la escena del
crimen o en las situaciones que requieran menos producto revelador; a la vez
se puede trabajar tanto en manchas de sangre fresca, como en manchas
viejas, alteradas, diluidas o puras. Tiene un pH de 11.5 que no destruye el
ADN, permitiendo asi, analisis posteriores. Es facil y seguro de preparar,
puede ser rociado muchas veces sobre las mismas manchas de sangre con
el mismo resultado de quimioluminiscencia. No es toxico, gracias a la
ausencia del perborato de sodio y es facilmente reciclable. Cada kit contiene

(8) ocho pastillas beige (reactivo) y (8) ocho pastillas blancas (catalizador)*’.

46. idem 44.
47. BLUESTAR. Ciencia Forense.cl Revista On-Line de Criminalistica. 2009. www.cienciaforense.com.
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La reaccibn de quimioluminiscencia ocurre cuando la Urea (base
nitrogenada) mas una sustancia fuertemente alcalina (peréxido de hidrogeno)
en presencia de agentes oxido reductores (hierro de la sangre), peroxidasas
y/lo catalasas, hacen que libere oxigeno del é&lcali mas agua y estos
desplacen nitrégenos de la urea, liberandolos, por ser estos muy inestables
(N2) forman fotones que se puede observar en la oscuridad mediante la
emision de luz azul brillante. Cuando no existe agentes oxido reductores,
peroxidasas y/o catalasas en esta reaccion, no se observa la emision de luz
azul brillante. En otras palabras, una mezcla de Bluestar Forensic Free + un
agente oxidante + un medio alcalino en contacto con los agentes oxido
reductores, peroxidasa y/o catalasas emiten luz azul brillante. En otras
palabras, una mezcla de Bluestar Forensic Free + un agente oxidante + un
medio alcalino en contacto con los agentes oxido reductores, peroxidasa y/o

catalasas emiten luz azul brillante*.
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48. idem No 47
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2.9 Validacidon de Técnicas Analiticas

Los laboratorios de analisis, ofrecen como producto los resultados obtenidos
luego de aplicar un método experimental sobre una muestra sometida a
estudio. Los Laboratorios Forenses del Instituto Nacional de Medicina Legal y
Ciencias Forenses son una estructura tipica de “laboratorio de analisis” que,
a diferencia de los otros, no emite conceptos diagnésticos de tipo clinico sino
que proporciona resultados que seran utilizados para ayudar al

esclarecimiento de hechos motivo de investigacion judicial®.

De acuerdo al nuevo coédigo de procedimiento penal, resulta de vital
importancia el testimonio de los peritos en las audiencias y la validez de los
analisis de acuerdo a la experiencia del perito y el nivel de confiabilidad de
los métodos analiticos utilizados en la pericia, hecho por el cual dichas
pruebas o métodos de analisis de aplicacion forense deben ser sometidas a
procedimientos de validacion una vez disefiadas, con el fin de conocer y
garantizar sus atributos de calidad y su confiabilidad, para luego ser llevadas
a procedimientos estandarizados de trabajo (PET) y ser asi ejecutadas en los
diferentes laboratorios forenses del pais.

Se entiende por validacion al conjunto de procedimientos experimentales
sistematicos, coordinados y documentados, cuyo objetivo es establecer los
pardmetros y caracteristicas operacionales de un método analitico forense
determinado y demostrar que el método es valido. La necesidad de
establecer programas y protocolos de validacion metodoldgica y calidad
cientifica sobre las diferentes técnicas de analisis que se aplican en el ambito
forense puede, por un lado, verse reflejada en la cantidad de dictdmenes

periciales que los Laboratorios Forenses de todo el pais emiten anualmente

49. MANRIQUE HERNANDEZ RUBEN. Manuel de referencia para la validacion de técnicas analiticas. INMLyCF.
1995. Pagina 7.
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como producto de su labor. De otro lado, la dimension de ésta necesidad es
también producto de la responsabilidad que la sociedad y el estado le han
entregado al Instituto, al encargarle la mision de “prestar auxilio, soporte
técnico y cientifico a la Administracion de Justicia en todo el territorio

nacional, en lo concerniente a medicina legal y ciencias forenses”.

Para cumplir total y adecuadamente con ésta responsabilidad, se debe, en
primer lugar, comprender y asimilar como se ha hecho, el significado social,
ético y cientifico que tiene la realizacion de cada prueba pericial por compleja
o sencilla que ella sea; luego se debe desarrollar un sistema que asegure
permanentemente la alta calidad de cada uno de éstos analisis y mantenga
vigente el respaldo cientifico alrededor de ellos. La validez de un método
analitico puede ser verificada solamente mediante estudios de laboratorio.
Por consiguiente, es un requerimiento basico la documentacion sobre el éxito
completo de tales estudios para determinar si un método es apropiado para
las aplicaciones esperadas. Esto quiere decir que todo programa de
validacion debe ejecutarse manteniendo un registro continuo de cada uno de
los procedimientos realizados y de sus resultados, con el fin de poder evaluar
realmente cuales fueron los logros obtenidos y tener una herramienta
documental que sirva de base para posteriores revisiones del método

validado®.

El método estadistico se convierte en herramienta indispensable para
cualquier programa de validacién. De aqui se definen los diferentes
parametros que deben considerarse como atributos, una vez establecidos
permitiran definir el grado de confiabilidad de una prueba analitica forense.

Existe gran variedad de conceptos sobre lo que son los diferentes atributos

50. MANRIQUE HERNANDEZ RUBEN. Manuel de referencia para la validacion de técnicas analiticas. INMLyCF.
1995. Pagina 7.
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operacionales de un proceso de analisis. Cada area del conocimiento cuya
funcién es generar resultados como producto de una serie de mediciones o
valoraciones diagnosticas, califica sus indicadores de una forma especifica,
ajustada al lenguaje particular que ella utiliza. Entre estos conceptos de
fundamentacion  epidemiolégica estan: Precision  (Repetibilidad vy
Reproducibilidad), indice de Kappa, indice de Concordancia, Sensibilidad,
Especificidad, Limite de Deteccion, Valor Predictivo Positivo y Valor
Predictivo Negativo, que permitan evaluar con mayor rigor cientifico los

métodos analiticos que se aplican en los laboratorios forenses.
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1 Formulacién del problema

¢, Cuales son los atributos analiticos del Bluestar Forensic Free y del
Thevenon Roland-Piramidén, como pruebas preliminares en la
investigacion de sangre en manchas y soluciones, para su aplicacion en la

marcha analitica forense?

3.2 Justificacion de la investigacion

En la actualidad el sistema de investigacion tradicional ha venido
perfeccionando e incluyendo el andlisis de diversos residuos bioldgicos, entre
ellos se encuentran: semen, saliva, sangre, ufas, piel, cabellos. Pero la
sangre sigue siendo el recurso mas importante y el mas facil de analizar, en
donde en muy corto tiempo se obtienen resultados favorables en la
investigacion. Son varios los procedimientos utilizados para la deteccion de
manchas de sangre debido a que es un campo muy amplio, pero es
fundamental en el desarrollo de cualquier investigacion que se implementen

nuevas técnicas, donde el elemento materia de prueba es de gran utilidad.

Es por esto, que en busqueda del esclarecimiento de los hechos delictivos se
hace necesaria la validacion de la técnica Bluestar Forensic Free y Thevenon
Roland-Piramidén en el Laboratorio de Biologia Forense del INMLyCF,
técnicas actualmente utilizadas por algunos Laboratorios Forenses a nivel

mundial.

La violencia social ha traido consigo una serie de modificaciones en las
conductas delictivas, que se han hecho relativamente frecuentes al

determinar los tipos de actos criminales, implementando el uso de la fuerza
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entre la victima y el agresor, o por la utilizacién de instrumentos y armas que
hacen que las evidencias o indicios dejados en el lugar de los hechos sean
minimos. Su utilidad en casos de violacion, homicidio y otros crimenes
proporciona una huella visible, pero en la no visibilidad de sangre en la
escena del crimen no se excluye que se haya cometido un delito. La
distribucion, tamafio y forma de las manchas de sangre sobre la victima, el
sospechoso o la escena del crimen pueden ser Gtiles en la interpretacion y
reconstruccion de los eventos que causaron el patron de manchas o trazas
de sangre halladas. La sangre es una huella esencial para posteriores

analisis y cotejo de ADN.

Las técnicas de Bluestar Forensic Free y Thevenon Roland-Piramidén
permiten orientar al investigador y al perito como abordar el caso de acuerdo
a la cantidad de muestra y al sustrato o soporte en el que llegan al

laboratorio.

Establecer su origen aporta informacion util para el proceso posterior de
inclusion o exclusion de sospechosos o victimas, ya que una vez que se
compruebe que se trata de sangre se sigue en la identificacién de su origen
diciendo si es humana o animal, y de esta manera continuar con la prueba de
ADN.

La técnica Thevenon Roland-Piramidén se aplica en elementos motivo de
estudio impregnados al parecer de sangre en manchas secas (prendas de
vestir, diferentes armas, algoddén, papel, hojas, costras, escamas, polvo,
muestras liquidas), con el fin de identificar si la muestra es sangre
presuntivamente, dado que de este resultado se desprende los andlisis

subsiguientes.
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El Bluestar Forensic Free es de gran importancia para el campo forense ya
que ayuda a la ubicacibn de manchas que han sido lavadas, pintadas o
limpiadas y que no son perceptibles al ojo humano, permitiendo su
visualizacion por la intensa luz azul brillante que se presenta en la reaccion,

fortaleciendo la identificacion de muestras para analisis posteriores.

Estas son pruebas de orientacién y ubicacion, de naturaleza quimica y
coloreadas, rapidas, de facil manejo y que han sido utilizadas por otros
laboratorios forense. Ambas, segun la referencia bibliografica son, técnicas

muy sensibles, medianamente especificas y econdmicas.

Se logro obtener con este estudio una validez y confiabilidad de las técnicas
de Bluestar Forensic Free y Thevenon Roland-Piramiddn, y sus posibles

interferencias en el estudio durante el muestreo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Validar las técnicas Bluestar Forensic Free y Thevenon Roland-Piramidon
como pruebas preliminares en la investigacion de sangre de interés forense,
LBIF-INMLyCF, Bogota 2009.

4.2 Objetivos Especificos

e Conocer la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor
predictivo negativo, limite de deteccion, indice kappa, indice de
concordancia, reproducibilidad y repetibilidad de las técnicas de

Bluestar Forensic Free y Thevenon Roland-Piramidon.

e Determinar si el uso de los diferentes sustratos o soportes pueden

presentar interferencias con estas dos técnicas.

e Determinar la capacidad del Bluestar Forensic Free y Thevenon
Roland-Piramidén para detectar sangre en manchas que has sido
lavadas, limpiadas o pintadas y que han sido sometidas a diferentes

condiciones para modificar su naturaleza.

e Evaluar el desempefio de las dos técnicas para la deteccidén de sangre

al contacto con sustancias que pueden inhibir su reaccion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefio de la investigacion y poblacion de estudio

TIPO DE Tipo Experimental, cualitativo y prospectivo
INVESTIGACION

UNIVERSO Manchas de sangre, puras, diluidas y mezcladas,
extractos de productos vegetales, productos
guimicos y fluidos bioldgicos de origen humano.

MUESTRAS e Sangre humana: 6 muestras.
e Sangre animal: 4 muestras.
e Productos vegetales: 19 muestras.
e Productos quimicos: 32 muestras.
e Fluidos corporales: 4 muestras.
e Entremezclas de sangre con productos
guimicos y fluidos bioldégicos humanos: 35
Para un total de 100 muestras en diferentes
soportes 0 sustratos.
CRITERIOS DE Muestras que tuviesen agentes oxido reductores,
INCLUSION Peroxidasas y/o Catalasas o sustancias con

tonalidades de rojo.

CRITERIOS DE Muestras que NO tuviesen agentes oxido

EXCLUSION reductores, Peroxidasas y/o Catalasas, ni
tonalidades de rojo excepto los controles
negativos.

ANALISIS Se determinaron atributos como la sensibilidad,

ESTADISTICO especificidad, valor predictivo positivo, valor
predictivo negativo, indice kappa, indice de
concordancia, repetibilidad y reproducibilidad.
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5.2 Estudio a ciegas

En este estudio, se tomaron muestras ya elaboradas, donde un analista
asigno un coédigo numérico a cada muestra aleatoriamente y lo consigné en
un listado. Estas muestras codificadas pasaron a una persona ajena al
estudio, quien lo codificé por segunda vez. Esta doble codificacion fue
guardada hasta finalizar todos los andlisis, solo hasta entonces se descubrio

y comparo, los listados de las muestras codificadas.

Al: analista 1: Rosa Lilia Gutiérrez Jara. Profesional Especializado Forense,
en el Laboratorio de Biologia del Instituto Nacional de Medicina Legal y

Ciencias Forenses.

A2: analista 2: Luisa Fernanda Arbelaez Murillo o Linda Sorieth Rios
Herrera. Estudiantes de la carrera de Bacteriologia de décimo semestre,
con un afo de experiencia en el Hospital San Rafael de Caqueza-
Cundinamarca y en el Laboratorio de Biologia del Instituto Nacional de
Medicina Legal y Ciencias Forenses.

5.3 Criterios para la seleccion de muestras y de sustratos

Una muestra de sangre humana conocida, fue utilizada como control positivo
y agua destilada como control negativo, estas muestras fueron puestas sobre
tela de tipo poliéster viscoso de color azul claro, para la validacién de las
técnicas.
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La sangre humana conocida, también fue seleccionada para hacer las
diluciones correspondientes, ser mezcladas con sustancias y comprobar

hasta qué punto estas sustancias interferian o inhibian la reaccion.

Los fluidos seleccionados se utilizaron, puesto que podian reaccionar con las
técnicas, ya que en estos se pueden encontrar peroxidasas y catalasas, que
son las que van a permitir que tenga lugar la reaccion, infiriendo errores en

las lecturas.

Los productos vegetales se seleccionaron segun su coloracién semejante a
la de la sangre y a la de algunos fluidos corporales, coloraciones como:
amarillo, beige, pardo amarillo, pardo café y pardo rojizas; ademas porque en

estos productos también se encuentran peroxidasas y catalasas.

Los productos quimicos fueron escogidos por su coloracidon semejante a la
de la sangre y por ser algunos compuestos oxido reductores que pudieran

reaccionar con algunos reactivos y dar falsos positivos.

5.4 Seleccién y tratamiento de los sustratos o soportes:

Se emplearon 17 clases de sustratos o soportes, como: Poliéster (azul, rojo,
gris, blanco, negro, rosado, café, morado), algodon (amarillo, blanco, azul,
verde, vino tinto, rosado y gris), lino (verde, blanco, rosado, rojo, estampado
y fucsia), lycra (fucsia y rosada), toalla (estampado), jeans (azul), cuerina
(naranja, mostaza y café), cuero (gris), papel (blanco, filtro, periddico, kraft),
vidrio (transparente, Botella de color ambar), mechas de trapero, espuma,
tabletas de baldosa (café y blanca), malla (blanca), trozo de madera y tornillo.
Los diferentes sustratos de telas nuevas, se cortaron en trozos de (5 x 5 cm)
cinco por cinco centimetros cada uno, con equipo de diseccion esterilizado

por (20) veinte minutos en cabina de flujo laminar.
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e Cada fragmento se colocO6 a hervir en solucion jabonosa
aproximadamente por (2) dos horas. Pasadas las (2) dos horas, se
dej6é enfriar y se descartd la sustancia jabonosa. Se repiti0 este

procedimiento una vez mas.
e Se lavaron con agua caliente (4) cuatro veces y se dejaron escurrir.

e Cada fragmento de tela se coloco en recipiente plastico y se esterilizd
por (20) veinte minutos con luz ultra violeta en cabina de flujo laminar.
Se empacO cada una en bolsas de papel, y a su vez en bolsas

plasticas transparentes.

Los diferentes papeles nuevos utilizados como sustratos, fueron sometidos al

mismo tratamiento excepto por las lavadas.

Los vidrios, las tabletas de baldosa, las botellas de vidrio, las mechas de
trapero, las espumas, las mallas y los trozos de madera, se lavaron con agua
jabonosa caliente (2) dos veces y se limpiaron con agua caliente (4) cuatro
veces. Se llevaron a esterilizar por (20) veinte minutos con luz ultra violeta en

cabina de flujo laminar.

Los tornillos escogidos para el estudio, estaban oxidados. Se esterilizaron

por (20) veinte minutos con luz ultra violeta en cabina de flujo laminar.

5.5 Seleccion de las muestras:

Uno de los analistas, mujer sana de mente y cuerpo, mayor de 18 afos, dono
voluntariamente muestra de sangre, que fue tomada por puncidén venosa con
anticoagulante EDTA, con previa informacién sobre el proyecto y con su

respectivo consentimiento informado (ver anexo #1).

56



Otro de los analistas, mujer sana de mente y cuerpo, mayor de 18 afos,
doné voluntariamente muestra de materia fecal, orina, saliva y sudor, con
previa informacion sobre el proyecto y con su respectivo consentimiento

informado (ver anexo #1).

Las muestras de sangre animal se adquirieron en el comercio, comprando
carne fresca de cerdo, vaca, pescado y pollo, se tomaron fragmentos de
estas y se depositaron en recipientes estériles con tapa, hasta lograr que el
fluido sanguineo de cada muestra soltara espontdneamente la suficiente
cantidad de sangre, con la cual manchamos adecuadamente los respectivos

sustratos.

Se obtuvieron los diferentes productos vegetales en el comercio, teniendo en
cuenta su estado en general, seleccionando los productos frescos, libres de
contaminaciéon por hongos, que no tuvieran cascaras rotas, magulladuras,
fisuras o cualquier estado de descomposicién. Se les realiz6 maceracion
manual 0 mecanica, hasta obtener sustancias cremosas que se depositaron

sobre los sustratos elegidos.
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Para la seleccion de los productos quimicos se tuvieron en cuenta las fechas
de vencimiento y que no estuvieran contaminados con otros reactivos.
Algunos productos quimicos fueron depositados directamente sobre el

sustrato y otros fueron colocados sobre manchas de sangre ya realizadas.

TABLA #1: Universo de muestras para analisis

ORIGEN MUESTRAS RECOLECCION
La venopuncion se realizé en la
HUMANA Manchas mafiana, con previa desinfeccion del
Liquidas brazo y medidas de bioseguridad.
SANGRE Se adquirieron en el mercando
ANIMALES Pollo, Pescado | sangre de estos animales mediante
Cerdo, Res. la compra de sus carnes.

Una persona trot6 durante 30
Sudor minutos, luego de Ilo cual se
recolecté6 su sudor en el sustrato
identificado.
FLUIDOS Se recogid la primera miccién de la
HUMANOS Orina mafiana tomando la mitad de ella, en
un recipiente de orina nuevo y esteéril.
Materia fecal Se tomd directamente en recipiente
nuevo y estéril.
La persona no ingiri6 alimentos ni
bebidas, no masticé chicle ni fumo
dos (2) horas antes de la toma de la
Saliva muestra y se realizé un adecuado
aseo bucal. Se recolect6 en
recipiente nuevo y estéril.
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PRODUCTOS
QUIMICO

Isodine

Cloruro férrico

Vino tinto

Tiocianato de potasio

Sulfato de zinc

Sulfato de hierro

Pintura roja

Labial rojo

Peroxido de hidrogeno

Esmalte rojo

Perborato de potasio

Permanganato de potasio

Oxido de tornillo

Hipoclorito

Detergente

Limpia vidrios

Amoniaco

Marcador rojo

Sulfato de magnesio

Lugol

Alcohol antiséptico

Betln liquido

Acido acético

Lapiz de ojos rojo

Rubor rojo

Dolex gripa rojo

Tornillo oxidado

Crema de manos

Salsa BBQ

Soflan

Soda caustica

Noraver garganta rojo

Se tomaron los productos y se
impregnaron en los diferentes
sustratos o soportes.

Se tomaron los productos y se
impregnaron en los diferentes
sustratos o soportes.

PRODUCTOS
VEGETALES

Platano verde

Cebolla cabezona

Repollo morado

Rabano

Remolacha

Ciruela

Zanahoria

Tomate de arbol

Manzana roja

Uva morada

Berenjena

Mora

Rosas rojas

Hojas de arbol

Pepa de aguacate

Diente de leén

Lenteja

Cilantro

Se tomaron los productos y se
impregnaran en los diferentes
sustratos o0 soportes.
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Fresa

TABLA #1: En la tabla se identifican las muestras que fueron utilizadas en el estudio de validacién, su
seleccion se realiz6 en base a la literatura aportada de estudios similares. Se implementaron nuevos
recursos para la elaboracion de las muestras de acuerdo a la exigencia y aplicacion forense. Cada una de
las muestras aportadas por los donantes en el estudio conté con su respectivo formato de consentimiento
informado, firmado de forma voluntaria, en el cual se notificé el objetivo y algunas generalidades del estudio.

5.6 Preparacion de las manchas para muestras con sangre humana,

animal, fluidos bioldgicos, productos quimicos y vegetales

e A algunos de los sustratos se les adicioné el producto, en proporcion,
(40ul) cuarenta microlitros del producto para (0.5 x 0.5 cm) punto cinco
por punto cinco centimetros de sustrato.

e Se dejaron secar (3) tres horas, aproximadamente, en cabina de flujo
laminar, hasta alcanzar la completa sequedad de las manchas.

e Se guardaron en bolsas de papel, marcada y posteriormente en bolsa

plastica.

5.7 Preparacién de las sustancias inhibidoras

Algunas muestras de sangres, fueron mezcladas con sustancias que
posiblemente podian inhibir la reaccidon de color. Parte de estas fueron
sometidas a diferentes temperaturas superiores a (30°C) treinta grados
centigrados, otras a procesos de lavado, algunas mas se les adicionaron
productos quimicos y las ultimas fueron expuestos a luz ultra violeta por

determinado tiempo, a continuacion se describen la preparacion de estas:
e Mancha de sangre + (1g) un gramo de detergente en polvo.

e Mancha de sangre + (1g) un gramo de hidroxido de sodio sélido al
10%.

e Mancha de sangre + (1ml) un mililitro de jugo de limén.
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e Mancha de sangre + (1ml) un mililitro de peroxido de hidrogeno al
30%.

e Mancha de sangre + (1ml) un mililitro de hipoclorito de sodio al 5%.
e Mancha de sangre expuesta a 30°C por (2) dos horas.

e Mancha de sangre expuesta a luz ultravioleta por (2) dos horas.

e Mancha de sangre expuesta a 60°C por (2) dos horas.

e Mancha de sangre, en tableta blanca de 37x37cm aproximadamente

expuesta a luz ultravioleta por (2) dos horas.

e Mancha de sangre en tableta beige de 18x18cm aproximadamente

expuesta a luz ultravioleta por (2) dos horas.

e Mancha de sangre en tableta beige, pintada, de 18x18cm

aproximadamente expuesta a luz ultravioleta por (2) dos horas.

e Mancha de sangre lavada 10 veces con agua de chorro expuesta a

luz ultra violeta por (2) dos horas.

5.8 Preparacion de las diluciones
Se realizaron las respectivas diluciones en forma liquida y de mancha. Las
muestras de los extractos y diluciones se almacenaron en tubos de ensayo a

4°C para su posterior analisis.

Se realizaron diluciones, 1/1.000, 1/2.000, 1/4.000, 1/8.000, 1/16.000,
1/32.000, 1/64.000, 1/128.000 y 1/256.000, en tubos de vidrio de 13 x 100

con agua destilada.
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Para las diluciones en mancha se tomaron fragmentos de tela estéril (dacrén
blanco), con medidas de (1 x 1cm) un centimetro por un centimetro. Se
colocaron en cajas de Petri marcadas segun cada dilucion, luego se
depositaron (160 ul) ciento sesenta microlitros, en proporcion, de cada
dilucion sobre los sustratos. Se dejaron secar en cabina de flujo laminar
aproximadamente por (3) tres horas, hasta alcanzar la completa sequedad de

las manchas para su analisis.
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5.8.1 Mancha de sangre pura: Se tomd un fragmento de sustrato de (0.5 x
0.5cm) punto cinco por punto cinco y se le adicionaron (40 ul) cuarenta

microlitros de sangre, en proporcion.

5.8.2 Diluciones de las manchas de sangre: Se hicieron diluciones de
sangre liquida mas agua destilada en tubos de ensayo, de la siguiente
manera, con el fin de realizar los analisis para Bluestar Forensic Free y

Thevenon Roland-Piramidén en sangre diluida.

Tabla #2. Diluciones de sangre

Volumen de agua

No del | Diluciones de Volumen de la dilucién (ml) Més | destilada adicionada
Tubo sangre (ml)

2 1:1.000 0.1 ml de sangre concentrada + 99.9ml

3 1: 2.000 50ml de dilucién 1:1.000 + 50ml

4 1: 4.000 50ml de dilucién 1:2.000 + 50ml

5 1: 8.000 50ml de diluciéon 1:4.000 + 50ml

6 1: 16.000 50ml de dilucién 1:8.000 + 50ml

7 1: 32.000 50ml de dilucion 1:16.000 + 50ml

8 1: 64.000 50ml de dilucién 1:32.000 + 50ml

9 1: 128.000 50ml de dilucién 1:64.000 + 50ml

10 1: 256.000 50ml de dilucién 1:128.000 + 50ml

Tabla #2: De las diluciones se elaboraron también manchas de sangre para mirar el comportamiento del Bluestar
Forensic Free y Thevenon Roland-Piramid6n para sangre en mancha diluida.

5.9 Muestreo y codificacion de las muestras
Los analistas prepararon los extractos o juegos de cada muestra por
cuadruplicado, se rotularon con un nimero de orden correspondiente a cada
uno de los juegos que se registraron en un formato especial. Luego de
terminar la preparacion de las muestras y su rotulacion, se entregaron a una
persona ajena a este trabajo, quien asigné un cédigo numérico aleatorio a
cada juego de muestras tomadas, este cddigo fue registrado en un formato
gue se mantuvo oculto para los analistas, hasta finalizar el trabajo de campo,
para que el estudio se realizara a ciegas y evitar el posible sesgo de los

analistas si conociesen la identidad de las muestras que analizaba.
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Tabla #3. Codificacion de las muestras para el estudio

Codigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE
ORDEN Muestra (MANCHA DE)
1 9 Platano Verde Poliéster color azul claro
2 2 Cebolla cabezona | Algoddén color amarillo
3 8 Repollo morado Poliéster color rojo
4 11 Rabano Algododn color blanco
5 15 Remolacha Lino estampado color verde y blanco
6 20 Ciruela Licra color fucsia
7 14 Zanahoria Algodén estampado color azul y blanco
8 3 Tomate de arbol Poliéster viscoso color gris
9 7 Manzana roja Algoddn color vino tinto
10 5 Uva morada Algoddn color blanco
11 1 Berenjena Algoddn estampado color verde
12 4 Mora Poliéster estampado color blanco y negro
13 10 Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro
14 6 Sangre de Algoddn estampado color rosado
pescado
15 12 Sangre de cerdo Algoddn estampado color azul y amarillo
16 21 Sangre de res Toalla estampada con multiples colores
17 76 Sangre de pollo Lino estampado color rosado
18 13 Isodine Algoddn color blanco
19 16 Cloruro férrico Lino estampado color rojo y blanco
20 26 Vino tinto Poliéster viscoso color rosado
21 17 Tiocianato de Dacrén color blanco
potasio
22 37 Sulfato de Zinc Toalla estampada con multiples colores
23 40 Sulfato de hierro Cuerina color naranja
24 18 Orina Jean color azul
25 29 Saliva Poliéster estampado color café
26 19 Sangre humana Cuerina color mostaza
27 22 Sangre humana Cuero color gris, con pintura roja
28 23 Pintura roja Lino color fucsia
29 44 Labial rojo Lino color blanco
30 30 Peroxido de Poliéster viscoso color negro
hidrogeno (H202)
31 63 Esmalte rojo Poliéster viscoso estampado de color morado y blanco
32 99 Perborato de Dacrén color blanco
potasio
33 24 Permanganato de | Algodon color vino tinto
potasio
34 25 Oxido de tornillos | Algoddn color amarillo
35 70 Hipoclorito Lino estampado en color rojo y blanco
36 74 Detergente Algoddn estampado en color azul y amarillo
37 77 Limpia vidrios Algoddn estampado en color rosado
38 27 Amoniaco Algoddn color vino tinto
39 35 Marcador rojo Algoddn estampado color verde
40 28 Rosas rojas Lino estampado color verde y blanco
41 31 Materia fecal Toalla estampada con miltiples colores
42 82 Sudor Algoddn estampado de color azul y blanco
43 71 Hojas de arbol Lino estampado de color rojo y blanco
44 38 Sulfato de Licra color fucsia
magnesio
45 96 Sangre humana Papel blanco
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46 32 Sangre humana Papel filtro
47 90 Sangre humana Papel periddico
48 97 Sangre humana Vidrio transparente
49 33 Sangre humana Botella de vidrio color ambar
50 36 Sangre humana Mechas de trapero
51 34 Sangre humana Espuma color amarilla
52 41 Sangre humana Poliéster color blanco, més sudor
53 69 Sangre humana Poliéster estampado de color blanco y negro, méas
orina
54 42 Sangre humana Poliéster color blanco, més saliva
55 55 Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro, mas materia fecal
56 43 Sangre humana Licra color rosada, lavada hasta 10 veces con agua de
chorro
57 68 Lugol Poliéster color azul claro
58 95 Pepa aguacate Lino color blanco
59 88 Sangre humana Tableta color blanca, de 37x37 cm aprox., lavada con
agua de chorro.
60 87 Sangre humana Tableta color beige, 18x18 cm aprox.
61 98 Sangre humana Tableta color café, de 29x29 cm aprox.
62 100 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 cm aprox., limpiada con
limpia vidrios
63 46 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 cm aprox., pintada con
vinilo blanco
64 39 Sangre humana Trozo de madera, color café, de 40x40 aprox.
65 47 Sangre humana Malla color blanca
66 45 Diente de leén Lino color blanco
67 50 Lenteja Lino color fucsia
68 48 Alcohol Poliéster color azul claro
antiséptico
69 49 Betin liquido Poliéster color azul claro
70 83 Fresa Poliéster color azul claro
71 86 Lapiz de ojos Poliéster viscoso color negro
72 84 Rubor rojo Poliéster color azul claro
73 51 Dolex gripa para Poliéster color azul claro
nifos
74 85 Noraver garganta | Poliéster color azul claro
rojo
75 91 Sangre humana Papel kraft
76 52 Tornillo oxidado Tornillo oxidado
77 92 Crema de manos | Algodon color blanco
78 53 Salsa BBQ Algoddn color blanco
79 54 Cilantro Algoddn color blanco
80 56 Soflan Algoddn color blanco
81 60 Sangre humana Seda color negra
82 57 Sangre humana Franela estampada color azul y blanco
83 61 Sangre humana Dacrén color blanco
84 58 Sangre humana Cartulina color blanca
85 59 Sangre humana Lino color fucsia
86 62 Soda caustica Poliéster color blanco
87 89 Sangre humana Algodén color blanco
88 93 Acido acético Algoddn color vino tinto
89 94 Sangre humana Poliéster color blanco, con soda caustica solida
90 64 Sangre humana Algoddn color vino tinto, lavado con detergente
91 65 Sangre humana Licra color rosada, con limon
92 66 Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro, sometidos a luz U.V
/2h
93 72 Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro, sometido a 60°C /2h
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94 67 Sangre humana Algodén color amarillo, con H202

95 73 Sangre humana Algoddn color vino tinto, con Hipoclorito

96 78 Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro, sometido a 30°C /2h

97 79 Sangre humana Tableta color blanca, de 37x37 cm aprox, lavada con
agua de chorro, con luz U.V/2h

98 80 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 cm aprox, limpiada con
limpia vidrios con luz U.V/ 2h

99 81 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 cm aprox, pintada, con
luz U.V/ 2h

100 75 Sangre humana Licra color rosada, lavada 10 veces con agua + luz
U.V/i2h

Tabla #3: Se fabricaron (3) tres juegos de manchas donde cada sustrato o soporte tenia
mancha por cuadruplicado. Se realiz6 un juego de manchas para cada analista y otro para

reserva en caso de requerir confirmar anlisis.

5.10 Equipos

Zoom o6ptimo 4x, 7.2 Mega Pixels, retrato

Camara fotogréafica: SONY, cyber — shot,

crepusculo, alta sensibilidad.

Camara de extraccion de gases.
Nevera de 2°C a 8 °C.
Vortex.

Termohigrometro calibrado y verificado.

5.11 Materiales

Tijeras pequefias de punta fina.

Bisturi.

Telas.

Espétulas.

Bolsas de papel de diferentes tamafos.
Puntas para pipetas automaticas.
Bolsas plasticas de diferentes tamafios.
Marcadores permanentes.

Guantes, batas desechables, tapabocas,
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Cabina de flujo laminar.

Balanza analitica.
Cronémetro.

Pipetas volumétricas.

Frascos color ambar con tapa.
Probetas graduadas.

Pipetas Pasteur.

Gradillas para tubos.

Tubos de ensayo.

Recipientes plasticos con tapa.
Cinta de enmascarar.
Recipientes de vidrio.

Papel kraft.



gorros.

e Atomizador. e Frascos recolectores de orina.

e Frascos recolectores de coprolégico. e Agua destilada.

5.12 Reactivos

5.12.1 Thevenon Roland-Piramiddn:

o Aminofenazona (Ci13H17N30O). Grado analitico al 100% de pureza. Marca
Merck.

o Etanol (Alcohol etilico). Grado analitico al 99.9% de pureza. Marca Merck.

o Acido acético. Grado analitico al 100% de pureza. Marca Merck.

e Peroxido de hidrégeno. Grado analitico al 30% de pureza. Marca J.T. Baker.
e Agua destilada.

e Solucién de trabajo # 1: Piramidon.

e Solucion de trabajo # 2: Acido acético al 1/3.

e Solucién de trabajo # 3: Perdxido de Hidrogeno al 3%.

5.12.2 Bluestar Forensic Free:
e Una pastilla de color blanca que contiene urea (Catalizador).

e Una pastilla de color beige que contiene perdxido de hidrégeno
(Reactivo).

e Agua destilada 125 ml.
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5.13 Preparacién de reactivos

5.13.1 Thevenon Roland-Piramiddén

5.13.1.1 Alcohol etilico al 90%
Se prepard (100 ml) cien mililitros de alcohol al 90%, partiendo de uno al
99.9% de pureza en agua destilada, utilizando la siguiente formula para

hacer la conversion:

V1 = Volumen uno
C1 = Concentraciéon uno
V2 = Volumen dos

C2 = Concentracion dos

Vi x C1 = V2xC2
100 ml x 90% = V2 x99.9%
90.090 ml de etanol al 99.9% = V2

Etanol (C,HsOH) al 99.9%

H>O destilada
Total

— 90.090 mi
— 9.91ml

— 100 ml

En un matraz aforado de (100 ml) cien mililitros se midié el volumen de agua
y el volumen de etanol al 99.9%, se mezcl6 por inversion y se almacend en
frasco de vidrio &mbar. Se guardo a 5°C +/- 3°C. Esta solucion se utilizo para

la preparacion del reactivo #1.

5.13.1.2 Solucién de trabajo # 1 Piramidon

Se preparé (100 ml) cien mililitros de la solucion anterior, se utilizd la
Aminofenazona (CisH17N3O) de Merck al 100% de pureza, en solucion
alcohdlica al 90%.
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Aminofenazona (C13H17N3O) al 100%0 — 1.33 g
Etanol (CH3CH,OH) al 90% —— 100 ml

Se mezcldé hasta alcanzar la dilucion completa del soluto. Se envasoé en

frasco de vidrio color ambar y se rotul6. Se guardo 5°C +/- 3°C.

5.13.1.3 Solucidn de trabajo # 2 Acido Acético Glacial al 1/3

Se preparé (150 ml) ciento cincuenta mililitros de &cido acético al 1/3,

partiendo del Acido Acético glacial al 100% de Merck en agua destilada.

Acido Acético glacial (CH;COOH) —— 50 ml
H,O destilada —» 100 ml

Se midié el volumen calculado de cada reactivo en una probeta. Se adicioné
el acido acético sobre el agua destilada. Se mezcld por inversion, se rotuld y
guardé en refrigeracién a 5°C +/- 3°C.

5.13.1.4 Solucién de trabajo # 3 Peroxido de Hidrégeno al 3%

Se prepar6 (100 ml) cien mililitros de esta solucion, partiendo del Peréxido de
Hidrégeno al 30% Merck, en agua destilada. Como se necesitd Peroxido al

3%, se utilizo la siguiente férmula.

Vi x C1 = V2xC2
100ml x 3% = V2x30%
10 mlde H202 al 30% = V2

Peroéxido de Hidrégeno (H,0,) 30% ——» 10 ml
H,O destlada ——» 90 ml
Total — 100ml

En un matraz aforado de (100 ml) cien mililitros se adicion6 el volumen de

agua hasta que se complet6 el volumen del Peréxido de Hidrogeno, se
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envaso en frasco de vidrio color ambar debidamente rotulado. Se guardo en

refrigeracion a 5°C +/- 3°C.

5.13.2 Bluestar Forensic Free
Del kit de Bluestar Forensic Free se tom6 un par de pastillas para la
preparacion de la solucion. Realizando el siguiente procedimiento:

1. En una probeta se midié (125 ml) ciento veinticinco mililitros de agua
destilada y se agregd al atomizador junto con el par de pastillas

(blanca + beige).
2. Se mezclé hasta diluir completamente la solucién.

3. Esta solucion de trabajo es estable hasta por (8) ocho horas, por ello
se utilizd y se prepard el mismo dia, utilizdndola durante las (3) tres

primeras horas para evitar aumento del pH.
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5.14 Procedimiento
Se tomaron todas las medidas de bioseguridad por el personal que manipulo

las muestras y los soportes, para cada técnica.

5.14.1 Thevenon Roland-Piramidén

Para cada montaje se utilizaron placas de toque o laminas excavadas de
porcelana, se incluyeron controles positivos y negativos por cada placa, cada
10 muestras. Para el control positivo se tomd sangre humana en mancha y
para el control negativo agua destilada.

Se cortaron trozos de algodon estériles de (1 x 1cm) un centimetro por un
centimetro aproximadamente, estos se colocaron en los pozos de las placas
de toque, debidamente marcados. Para identificar a cada analista, se
utilizaron marcadores de color rojo y verde, siento el color rojo para el
analista 1 y el color verde para el analista 2. Para cada placa se colocaron

las muestras con sus respectivos controles sobre los algodones estériles.
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1. Se colocaron trozos de (0.5 x 0.5cm) punto cinco por punto cinco
centimetros, aproximadamente, de cada uno de las muestras y se
dispensaron (30uL) treinta microlitros de cada dilucién y de los

controles en cada pozo.

2. Sobre cada muestra a analizar y cada uno de los controles, se

dispensa las soluciones de trabajo de la siguiente manera:
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30 yL de la solucién de trabajo # 1 (Piramidon)

+

30 pL de la solucién de trabajo # 2 (Acido acético al 1/3)

+

30 pL de la solucion de trabajo # 3 (Perdxido de hidrogeno al 3%)

3. Inmediatamente se agreg6é el Ultimo reactivo, se acciond el
cronémetro.

4. Se hizo lectura e interpretacion de los resultados desde
inmediatamente y hasta (1) un minuto.

5.14.2 Bluestar Forensic Free

El montaje se realiz6 en cuarto oscuro, analizando grupos de 10 muestras

para evitar contaminacién entre ellas, de la siguiente manera:

1. Se colocé cada mancha codificada sobre fragmento de papel kraft.




2.

3.

Se aplico el Bluestar Forensic Free sobre los controles y se verifico su
efectividad para detectar manchas de sangre latentes. Se utilizé el

atomizador directamente sobre la muestra a analizar.

Se observo la emision de luz azul brillante desde inmediatamente y
hasta (2) dos minutos después de agregado el reactivo y se realizo la

lectura de cada muestra.

5.14.2.1 Procedimiento de fotografia:

1.

4.

Se configuré la cAmara perpendicular a la superficie de las muestras y

se invalid6 el uso del flash automatico.

Se rocio la solucién de Bluestar Forensic Free sobre cada una de las
muestras varias veces para reactivar la quimioluminiscencia y obtener

un buen registro fotografico.

Se enfocd el lente de la cdmara manualmente sobre la luz azul

brillante que emitia la muestra.
Se contd con un tiempo de exposicion de aproximadamente (30)

treinta segundos para tomar la foto. Se disparé varias veces la camara

para obtener imagenes a diferentes velocidades.
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5.15 Lectura e interpretaciéon de resultados

5.15.1 Thevenon Roland-Piramiddén

Positivo: Cambio de color de incoloro a lila, violeta 0 morado hasta (1)

un minuto después agregar el ultimo reactivo.

Trazas: leve cambio de color de incoloro a lila, violeta o morado hasta

(1) minuto después de agregar el dltimo reactivo.

Inconcluyente: Cambio de color con la adicion del primer o segundo

reactivo.

Negativo: Incoloro o no desarrollo de color hasta (1) minuto

después de agregar el ultimo reactivo.

De acuerdo a la intensidad del color, se designé por cruces cada reaccion,
interpretdandose como una cruz (1+) la minima intensidad de color y con (4+)

cuatro cruces la maxima intensidad de color sobre las muestras analizadas.

5.15.2 Bluestar Forensic Free

Positivo: La emisibn de luz azul brillante en la oscuridad,
inmediatamente y hasta dos (2) minutos después de agregar el

reactivo.

Negativo: Ausencia de luz azul brillante en la oscuridad, hasta dos (2)

minutos después de agregar el reactivo.

Inconcluyente: La emision de luz azul brillante sin haber agregado el

reactivo.

Trazas: La aparicidbn de puntos azules brillantes que desaparecen

inmediatamente.
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De acuerdo a la intensidad y tamafio de la luz emitida, se designo por cruces
cada reaccion, interpretandose como (1+) una cruz la minima emision de luz

y de menor tamafio, y con (4+) cuatro cruces la maxima emision de luz y de

mayor tamafno sobre las muestras analizadas.
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6. RESULTADOS

Tabla #4. Resultados de Thevenon Roland-Piramidén y Bluestar
Forensic Free
Thevenon
ORDEN Cddigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE Roland Bluestar
Muestra (MANCHA DE) Piramidon Forensic Free
ANALISTAS Al A2 Al A2
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro | POS POS POS POS
POSITIVO
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul claro | NEG NEG NEG NEG
NEGATIVO
1 9 Platano Verde Poliéster color azul claro NEG NEG NEG NEG
2 2 Cebolla cabezona Algodon color amarillo NEG NEG NEG NEG
3 8 Repollo morado Poliéster color rojo NEG NEG NEG NEG
4 11 Rébano Algodén color blanco NEG NEG POS POS
5 15 Remolacha Lino estampado color verde y POS POS NEG NEG
blanco
6 20 Ciruela Licra color fucsia NEG NEG NEG NEG
7 14 Zanahoria Algodoén estampado color azul y NEG NEG NEG NEG
blanco
8 3 Tomate de arbol Poliéster viscoso color gris NEG NEG NEG NEG
9 7 Manzana roja Algodén color vino tinto NEG NEG NEG NEG
10 5 Uva morada Algodon color blanco NEG NEG NEG NEG
11 1 Berenjena Algodén estampado color verde NEG NEG NEG NEG
12 4 Mora Poliéster estampado color POS POS NEG NEG
blanco y negro
13 10 Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro | POS POS POS POS
14 6 Sangre de pescado Algodon estampado color POS POS POS POS
rosado
15 12 Sangre de cerdo Algodon estampado color azul y POS POS POS POS
amarillo
16 21 Sangre de res Toalla estampada con multiples POS POS POS POS
colores
17 76 Sangre de pollo Lino estampado color rosado POS POS POS POS
18 13 Isodine Algoddn color blanco POS POS POS POS
19 16 Cloruro férrico Lino estampado color rojo y POS POS POS POS
blanco
20 26 Vino tinto Poliéster viscoso color rosado NEG NEG NEG NEG
21 17 Tiocianato de potasio Dacron color blanco POS POS POS POS
22 37 Sulfato de Zinc Toalla estampada con multiples NEG NEG POS POS
colores
23 40 Sulfato de hierro Cuerina color naranja POS POS POS POS
24 18 Orina Jean color azul NEG NEG NEG NEG
25 29 Saliva Poliéster estampado color café NEG NEG NEG NEG
26 19 Sangre humana Cuerina color mostaza POS POS POS POS
27 22 Sangre humana Cuero color gris, con pinturaroja | POS POS POS POS
28 23 Pintura roja Lino color fucsia NEG NEG NEG NEG
29 44 Labial rojo Lino color blanco NEG NEG NEG NEG
30 30 Peréxido de hidrogeno | Poliéster viscoso color negro NEG NEG NEG NEG
(H202)
31 63 Esmalte rojo Poliéster viscoso estampado de NEG NEG NEG NEG
color morado y blanco
32 99 Perborato de potasio Dacroén color blanco NEG NEG POS POS
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Continuacion tabla #4. Resultados de Thevenon Roland-Piramidén y

Bluestar Forensic Free

Thevenon
Codigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE Roland Bluestar
ORDEN Muestra (MANCHA DE) Piramidon Forensic Free
ANALISTAS Al A2 Al A2
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro | POS POS POS POS
POSITIVO
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul claro | NEG NEG NEG NEG
NEGATIVO
33 24 Permanganato de Algodén color vino tinto NEG NEG POS POS
potasio
34 25 Oxido de tornillos Algodon color amarillo NEG NEG NEG NEG
35 70 Hipoclorito Lino estampado en color rojo y NEG NEG POS POS
blanco
36 74 Detergente Algoddén estampado en color POS POS POS POS
azul y amarillo
37 77 Limpia vidrios Algodoén estampado en color NEG NEG NEG NEG
rosado
38 27 Amoniaco Algodén color vino tinto NEG NEG POS POS
39 35 Marcador rojo Algodén estampado color verde NEG NEG NEG NEG
40 28 Rosas rojas Lino estampado color verde y NEG NEG NEG NEG
blanco
41 31 Materia fecal Toalla estampada con multiples NEG NEG NEG NEG
colores
42 82 Sudor Algodoén estampado de color NEG NEG NEG NEG
azul y blanco
43 71 Hojas de arbol Lino estampado de color rojo y NEG NEG NEG NEG
blanco
44 38 Sulfato de magnesio Licra color fucsia NEG NEG NEG NEG
45 96 Sangre humana Papel blanco POS POS POS POS
46 32 Sangre humana Papel filtro POS POS POS POS
47 90 Sangre humana Papel periddico POS POS POS POS
48 97 Sangre humana Vidrio transparente POS POS POS POS
49 33 Sangre humana Botella de vidrio color ambar POS POS POS POS
50 36 Sangre humana Mechas de trapero POS POS POS POS
51 34 Sangre humana Espuma color amarilla POS POS POS POS
52 41 Sangre humana Poliéster color blanco, méas POS POS POS POS
sudor
53 69 Sangre humana Poliéster estampado de color POS POS POS POS
blanco y negro, mas orina
54 42 Sangre humana Poliéster color blanco, méas POS POS POS POS
saliva
55 55 Sangre humana Poliéster viscoso color azul POS POS POS POS
claro, mas materia fecal
56 43 Sangre humana Licra color rosada, lavada hasta POS POS POS POS
10 veces con agua de chorro
57 68 Lugol Poliéster color azul claro POS POS POS POS
58 95 Pepa aguacate Lino color blanco NEG NEG NEG NEG
59 88 Sangre humana Tableta color blanca, de 37x37 POS POS POS POS
cm aprox, lavada con agua de
chorro.
60 87 Sangre humana Tableta color beige, 18x18 cm POS POS POS POS
aprox.
61 98 Sangre humana Tableta color café, de 29x29 cm POS POS POS POS
aprox.
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Continuacion tabla #4. Resultados de Thevenon Roland-Piramidén y

Bluestar Forensic Free

Thevenon Bluestar
ORDEN Codigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE Roland Forensic Free
Muestra (MANCHA DE) Piramidén
ANALISTAS Al A2 Al A2
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro | POS POS POS POS
POSITIVO
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul claro | NEG NEG NEG NEG
NEGATIVO
62 100 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 POS POS POS POS
cm aprox, limpiada con limpia
vidrios
63 46 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 POS POS POS POS
cm aprox, pintada con vinilo
blanco
64 39 Sangre humana Trozo de madera, color café, de POS POS POS POS
40x40 aprox.
65 47 Sangre humana Malla color blanca POS POS POS POS
66 45 Diente de ledn Lino color blanco NEG NEG NEG NEG
67 50 Lenteja Lino color fucsia NEG NEG NEG NEG
68 48 Alcohol antiséptico Poliéster color azul claro NEG NEG NEG NEG
69 49 Betln liquido Poliéster color azul claro NEG NEG NEG NEG
70 83 Fresa Poliéster color azul claro NEG NEG NEG NEG
71 86 Lapiz de ojos Poliéster viscoso color negro NEG NEG NEG NEG
72 84 Rubor rojo Poliéster color azul claro NEG NEG NEG NEG
73 51 Dolex gripa para nifios | Poliéster color azul claro NEG NEG NEG NEG
74 85 Noraver garganta rojo Poliéster color azul claro NEG NEG NEG NEG
75 91 Sangre humana Papel kraft POS POS POS POS
76 52 Tornillo oxidado Tornillo oxidado NEG NEG NEG NEG
77 92 Crema de manos Algoddn color blanco NEG NEG NEG NEG
78 53 Salsa BBQ Algoddn color blanco NEG NEG NEG NEG
79 54 Cilantro Algodon color blanco NEG NEG NEG NEG
80 56 Soflan Algodén color blanco NEG NEG NEG NEG
81 60 Sangre humana Seda color negra POS POS POS POS
82 57 Sangre humana Franela estampada color azul y POS POS POS POS
blanco
83 61 Sangre humana Dacron color blanco POS POS POS POS
84 58 Sangre humana Cartulina color blanca POS POS POS POS
85 59 Sangre humana Lino color fucsia POS POS POS POS
86 62 Soda cdustica Poliéster color blanco NEG NEG POS POS
87 89 Sangre humana Algoddn color blanco POS POS POS POS
88 93 Acido acético Algodon color vino tinto NEG NEG POS POS
89 94 Sangre humana Poliéster color blanco, con soda NEG NEG POS POS
caustica solida
90 64 Sangre humana Algodon color vino tinto, lavado POS POS POS POS
con detergente
91 65 Sangre humana Licra color rosada, con limén POS POS POS POS
92 66 Sangre humana Poliéster viscoso color azul POS POS POS POS
claro, sometidos a luz U.V /2h
93 72 Sangre humana Poliéster viscoso color azul POS POS POS POS
claro, sometido a 60°C /2h
94 67 Sangre humana Algodén color amarillo, con POS POS POS POS
H202
95 73 Sangre humana Algodon color vino tinto, con POS POS POS POS
Hipoclorito
96 78 Sangre humana Poliéster viscoso color azul POS POS POS POS
claro, sometido a 30°C /2h
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Continuacion tabla #4. Resultados de Thevenon Roland-Piramidén y

Bluestar Forensic Free

] Thevenon
Cédigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE Roland Bluestar
ORDEN Muestra (MANCHA DE) Piramidon Forensic Free
ANALISTAS Al A2 Al A2
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul POS POS POS POS
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG NEG NEG
NEGATIVO claro
97 79 Sangre humana Tableta color blanca, de 37x37 | POS POS POS POS
cm aprox, lavada con agua de
chorro, con luz U.V/2h
98 80 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 POS POS POS POS
cm aprox, limpiada con limpia
vidrios con luz U.V/ 2h
99 81 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 POS POS POS POS
cm aprox, pintada, con luz
U.V/ 2h
100 75 Sangre humana Licra color rosada, lavada 10 POS POS POS POS
veces con agua + luz U.V/2h
Tabla #4: En esta tabla se comparan los resultados encontrados por el analista #1 y #2 para los
diferentes especimenes (sangre humana, sangre animal, fluidos corporales humanos, productos
vegetales y quimicos) en diversos sustratos.
Tabla # 4.1: Lectura e Interpretacién de resultados para Thevenon
Roland-Piramidodn:
POS POSITIVO (Cambio de color de incoloro a lila, violeta o morado hasta (1)
un minuto después de agregar el Ultimo reactivo).
NEG NEGATIVO (Incoloro o no desarrollo de color hasta (1) un minuto después
de agregar el Ultimo reactivo).
INC INCONCLUYENTE (Cambio de color con la adiciéon del primer o segundo)
TRAZAS | Leve cambio de color de incoloro a lila violeta o morado hasta (1) minuto
después de agregar el Ultimo reactivo.
Tabla # 4.2: Lectura e Interpretacién de resultados para Bluestar
Forensic Free:
POS POSITIVO (Emision de luz azul brillante en la oscuridad, inmediatamente y
hasta dos (2) minuto después de agregar el reactivo).
NEG NEGATIVO (Ausencia de Iluz azul brillante en la oscuridad,
inmediatamente y hasta dos (2) minuto después de agregar el reactivo)
INC INCONCLUYENTE (Emisién de luz azul brillante sin haber agregado el
reactivo)
TRAZAS | Aparicién de puntos azules brillantes que desaparecen inmediatamente
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Tabla #5. Agrupacion de los resultados obtenidos segun la tabla

de 2 x 2 para datos estadisticos.

PRUEBAS Verdaderos Falsos Falsos Verdaderos
PRELIMINARES positivos | positivos | negativos | negativos
(a) (b) (c) (d)
Thevenon Roland-
Piramidén 44/100 8/100 1/100 47/100
Bluestar Forensic
Free 45/100 14/100 0/100 41/100

Tabla #5: Se tomé como verdaderos positivos las muestras que tenian sangre y cuya lectura fue
positiva, falsos negativo muestras que tenian sangre y cuya lectura fue negativa, como verdaderos
negativos muestras que no tenian sangre y cuya lectura fue negativas y falsos positivos muestras
gue no tenian sangre y cuya lectura fue positivos.

6.1 Repetibilidad
Se quiere ilustrar con este atributo cualitativo la precision del método cuando
este se aplico sobre la misma muestra en condiciones semejantes (equipo,
reactivo, operador, condiciones ambientales) pero solo se vario en las horas

del montaje.

6.1.1 Resultados de la repetibilidad para la Técnica de Thevenon

Roland-Piramidén:

Tabla # 6: Repetibilidad para el Analista #1 / DIA #1.

ORDEN Codigo ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE THEVENON ROLAND-
Muestra (MANCHA DE) PIRAMIDON
HORA HORA
8:00a12:00 15:00 a 19:00
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
1 9 Platano Verde Poliéster color azul claro NEG NEG
2 2 Cebolla cabezona Algodoén color amarillo NEG NEG
3 8 Repollo morado Poliéster color rojo NEG NEG
4 11 R&bano Algodoén color blanco NEG NEG
5 15 Remolacha Lino estampado color verde 1+ 1+
y blanco
6 20 Ciruela Licra color fucsia NEG NEG
7 14 Zanahoria Algodén estampado color NEG NEG
azul y blanco

8 3 Tomate de arbol Poliéster viscoso color gris NEG NEG
9 7 Manzana roja Algodon color vino tinto NEG NEG
10 5 Uva morada Algoddn color blanco NEG NEG
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Continuacién Tabla # 6: Repetibilidad para el Analista #1 / DIA #1.

ORDEN Cadigo ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE THEVENON ROLAND-
Muestra (MANCHA DE) PIRAMIDON
HORA HORA
8:00 a 12:00 15:00 a 19:00
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
11 1 Berenjena Algoddn estampado color NEG NEG
verde
12 4 Mora Poliéster estampado color 2+ 2+
blanco y negro
13 10 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro
14 6 Sangre de pescado Algodon estampado color 3+ 3+
rosado
15 12 Sangre de cerdo Algodén estampado color 4+ 4+
azul y amarillo
16 21 Sangre de res Toalla estampada con 4+ 4+
multiples colores
17 76 Sangre de pollo Lino estampado color rosado 4+ 4+
18 13 Isodine Algodén color blanco 3+ 3+
19 16 Cloruro férrico Lino estampado color rojo y 2+ 2+
blanco
20 26 Vino tinto Poliéster viscoso color NEG NEG
rosado
21 17 Tiocianato de potasio Dacron color blanco 1+ 1+
22 37 Sulfato de Zinc Toalla estampada con NEG NEG
multiples colores
23 40 Sulfato de hierro Cuerina color naranja 2+ 2+
24 18 Orina Jean color azul NEG NEG
25 29 Saliva Poliéster estampado color NEG NEG
café
26 19 Sangre humana Cuerina color mostaza 4+ 4+
27 22 Sangre humana Cuero color gris, con pintura 4+ 4+
roja
28 23 Pintura roja Lino color fucsia NEG NEG
29 44 Labial rojo Lino color blanco NEG NEG
30 30 Peréxido de hidrogeno | Poliéster viscoso color negro NEG NEG
(H202)
31 63 Esmalte rojo Poliéster viscoso estampado NEG NEG
de color morado y blanco
32 99 Perborato de potasio Dacron color blanco NEG NEG
33 24 Permanganato de Algodén color vino tinto NEG NEG
potasio
34 25 Oxido de tornillos Algodon color amarillo NEG NEG
35 70 Hipoclorito Lino estampado en color rojo NEG NEG
y blanco
36 74 Detergente Algodén estampado en color 3+ 3+
azul y amarillo
37 77 Limpia vidrios Algodoén estampado en color NEG NEG
rosado
38 27 Amoniaco Algoddn color vino tinto NEG NEG
39 35 Marcador rojo Algodén estampado color NEG NEG
verde
40 28 Rosas rojas Lino estampado color verde NEG NEG
y blanco
41 31 Materia fecal Toalla estampada (colores) NEG NEG
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Continuacién Tabla # 6: Repetibilidad para el Analista #1 / DIA #1.

ORDEN Cadigo ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE THEVENON ROLAND-
Muestra (MANCHA DE) PIRAMIDON
HORA HORA
8:00 a 12:00 15:00 a 19:00
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
42 82 Sudor Algodén estampado de color NEG NEG
azul y blanco
43 71 Hojas de arbol Lino estampado de color rojo NEG NEG
y blanco
44 38 Sulfato de magnesio Licra color fucsia NEG NEG
45 96 Sangre humana Papel blanco 4+ 4+
46 32 Sangre humana Papel filtro 4+ 4+
47 90 Sangre humana Papel periédico 4+ 4+
48 97 Sangre humana Vidrio transparente 4+ 4+
49 33 Sangre humana Botella de vidrio color ambar 4+ 4+
50 36 Sangre humana Mechas de trapero 4+ 4+
Tabla # 7 Repetibilidad para el Analista # 1/ DIA #2.
ORDEN Codigo ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE THEVENON ROLAND-
Muestra (MANCHA DE) PIRAMIDON
HORA HORA
9:00 2 12:00 14:00 a 17:00
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro 4+ 4+
POSITIVO
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul claro NEG NEG
NEGATIVO
51 34 Sangre humana Espuma color amarilla 4+ 4+
52 41 Sangre humana Poliéster color blanco, mas 4+ 4+
sudor
53 69 Sangre humana Poliéster estampado de color 4+ 4+
blanco y negro, mas orina
54 42 Sangre humana Poliéster color blanco, mas 4+ 4+
saliva
55 55 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 3+ 3+
claro, mas materia fecal
56 43 Sangre humana Licra color rosada, lavada hasta 3+ 3+
10 veces con agua de chorro
57 68 Lugol Poliéster color azul claro 2+ 2+
58 95 Pepa aguacate Lino color blanco NEG NEG
59 88 Sangre humana Tableta color blanca, de 37x37 4+ 4+
cm aprox, lavada con agua de
chorro.
60 87 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 4+ 4+
cm aprox.
61 98 Sangre humana Tableta color café, de 29x29 cm 4+ 4+
aprox.
62 100 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 3+ 3+
cm aprox, limpiada con limpia
vidrios
63 46 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 3+ 3+
cm aprox, pintada con vinilo
blanco
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Continuacién Tabla # 7 Repetibilidad para el Analista # 1/ DIA #2

ORDEN Cadigo ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE THEVENON ROLAND-
Muestra (MANCHA DE) PIRAMIDON
HORA HORA
9:00 a 12:00 14:00 a 17:00
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
64 39 Sangre humana Trozo de madera, color café, 4+ 4+
de 40x40 cm aprox.
65 47 Sangre humana Malla color blanca 3+ 3+
66 45 Diente de leén Lino color blanco NEG NEG
67 50 Lenteja Lino color fucsia NEG NEG
68 48 Alcohol antiséptico Poliéster color azul claro NEG NEG
69 49 Betun liquido Poliéster color azul claro NEG NEG
70 83 Fresa Poliéster color azul claro NEG NEG
71 86 Lapiz de ojos Poliéster viscoso color negro NEG NEG
72 84 Rubor rojo Poliéster color azul claro NEG NEG
73 51 Dolex gripa para nifios | Poliéster color azul claro NEG NEG
74 85 Noraver garganta rojo Poliéster color azul claro NEG NEG
75 91 Sangre humana Papel kraft 4+ 4+
76 52 Tornillo oxidado Tornillo oxidado NEG NEG
77 92 Crema de manos Algodén color blanco NEG NEG
78 53 Salsa Barb QB Algodén color blanco NEG NEG
79 54 Cilantro Algodén color blanco NEG NEG
80 56 Soflan Algoddn color blanco NEG NEG
81 60 Sangre humana Seda color negra 4+ 4+
82 57 Sangre humana Franela estampada color 3+ 3+
azul y blanco
83 61 Sangre humana Dacron color blanco 2+ 2+
84 58 Sangre humana Cartulina color blanca 4+ 4+
85 59 Sangre humana Lino color fucsia 4+ 4+
86 62 Soda caustica Poliéster color blanco NEG NEG
87 89 Sangre humana Algodén color blanco 4+ 4+
88 93 Acido acético Algodon color vino tinto NEG NEG
89 94 Sangre humana Poliéster color blanco, con NEG NEG
soda cdaustica solida
90 64 Sangre humana Algodén color vino tinto, 4+ 4+
lavado con detergente
91 65 Sangre humana Licra color rosada, con limén 4+ 4+
92 66 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometidos a luz U.V
/2h
93 72 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometido a 60°C /2h
94 67 Sangre humana Algodén color amarillo, con 4+ 4+
H202
95 73 Sangre humana Algodon color vino tinto, con 4+ 4+
Hipoclorito
96 78 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometido a 30°C /2h
97 79 Sangre humana Tableta color blanca, de 4+ 4+
37x37 cm aprox, lavada con
agua de chorro, con luz
U.V/2h
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Continuacién Tabla # 7 Repetibilidad para el Analista # 1/ DIA #2

ORDEN Cadigo ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE THEVENON ROLAND-
Muestra (MANCHA DE) PIRAMIDON
HORA HORA
9:00 a 12:00 14:00 a 17:00
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
98 80 Sangre humana Tableta color beige, de 4+ 4+
18x18 cm aprox, limpiada
con limpia vidrios con luz
U.V/ 2h
929 81 Sangre humana Tableta color beige, 18x18 3+ 3+
cm aprox, pintada con luz
U.vV/ 2h
100 75 Sangre humana Licra color rosada, lavada 10 2+ 2+
veces con agua + luz U.V/2h
Tabla # 8 Repetibilidad para el Analista # 2/ DIA #1.
Cédigo de ESPECIMEN THEVENON ROLAND-
ORDEN Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE PIRAMIDON
HORA HORA
7:10a11:45 14:00 a 18:20
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
1 9 Platano Verde Poliéster color azul claro NEG NEG
2 2 Cebolla cabezona Algodon color amarillo NEG NEG
3 8 Repollo morado Poliéster color rojo NEG NEG
4 11 Réabano Algodon color blanco NEG NEG
5 15 Remolacha Lino estampado color verde y 2+ 2+
blanco
6 20 Ciruela Licra color fucsia NEG NEG
7 14 Zanahoria Algodon estampado color azul NEG NEG
y blanco
8 3 Tomata de arbol Poliéster viscoso color gris NEG NEG
9 7 Manzana roja Algodén color vino tinto NEG NEG
10 5 Uva morada Algodon color blanco NEG NEG
11 1 Berenjena Algodon estampado color NEG NEG
verde
12 4 Mora Poliéster estampado color 3+ 2+
blanco y negro
13 10 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro
14 6 Sangre de pescado Algodén estampado color 3+ 2+
rosado
15 12 Sangre de cerdo Algodon estampado color azul 3+ 3+
y amarillo
16 21 Sangre de res Toalla estampada con 4+ 3+
multiples colores
17 76 Sangre de pollo Lino estampado color rosado 3+ 3+
18 13 Isodine Algodon color blanco 3+ 3+
19 16 Cloruro férrico Lino estampado color rojo y 2+ 2+
blanco
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Continuacién Tabla # 8 Repetibilidad para el Analista # 2/ DIA #1.

Codigo de ESPECIMEN THEVENON ROLAND-
ORDEN Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE PIRAMIDON
HORA HORA
7:10a11:45 | 14:00 a18:20
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
20 26 Vino tinto Poliéster viscoso color rosado NEG NEG
21 17 Tiocianato de potasio | Dacrén color blanco 1+ 1+
22 37 Sulfato de Zinc Toalla estampada con NEG NEG
multiples colores
23 40 Sulfato de hierro Cuerina color naranja 2+ 2+
24 18 Orina Jean color azul NEG NEG
25 29 Saliva Poliéster estampado color café NEG NEG
26 19 Sangre humana Cuerina color mostaza 4+ 4+
27 22 Sangre humana con Cuero color gris 3+ 3+
pintura roja
28 23 Pintura roja Lino color fucsia NEG NEG
29 44 Labial rojo Lino color blanco NEG NEG
30 30 Peroxido de Poliéster viscoso color negro NEG NEG
hidrogeno (H202)
31 63 Esmalte rojo Poliéster viscoso estampado NEG NEG
de color morado y blanco
32 99 Perborato de potasio | Dacrén color blanco NEG NEG
33 24 Permanganato de Algodon color vino tinto NEG NEG
potasio
34 25 Oxido de tornillos Algodén color amarillo NEG NEG
35 70 Hipoclorito Lino estampado en color rojo y NEG NEG
blanco
36 74 Detergente Algodon estampado en color 2+ 2+
azul y amarillo
37 77 Limpia vidrios Algoddén estampado en color NEG NEG
rosado
38 27 Amoniaco Algodon color vino tinto NEG NEG
39 35 Marcador rojo Algodon estampado color NEG NEG
verde
40 28 Rosas rojas Lino estampado color verde y NEG NEG
blanco
41 31 Materia fecal Toalla estampada con NEG NEG
multiples colores
42 82 Sudor Algoddén estampado de color NEG NEG
azul y blanco
43 71 Hojas de arbol Lino estampado de color rojo y NEG NEG
blanco
44 38 Sulfato de magnesio | Licra color fucsia NEG NEG
39 35 Marcador rojo Algodén estampado color NEG NEG
verde
40 28 Rosas rojas Lino estampado color verde y NEG NEG
blanco
41 31 Materia fecal Toalla estampada con NEG NEG
multiples colores
42 82 Sudor Algodon estampado de color NEG NEG
azul y blanco
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Continuacién Tabla # 8 Repetibilidad para el Analista # 2/ DIA #1.

Cadigo de ESPECIMEN THEVENON ROLAND-
ORDEN Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE PIRAMIDON
HORA HORA
7:10a11:45 14:00 a 18:20
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
43 71 Hojas de arbol Lino estampado de color rojo y NEG NEG
blanco
44 38 Sulfato de magnesio | Licra color fucsia NEG NEG
45 96 Sangre humana Papel blanco 3+ 3+
46 32 Sangre humana Papel filtro 3+ 3+
47 90 Sangre humana Papel periddico 3+ 3+
48 97 Sangre humana Vidrio transparente 4+ 4+
49 33 Sangre humana Botella de vidrio color ambar 4+ 4+
50 36 Sangre humana Mechas de trapero 3+ 2+
Tabla # 9 Repetibilidad para el Analista # 2/ DIA #2.
ORDEN Codigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE THEVENON ROLAND-
Muestra (MANCHA DE) PIRAMIDON
HORA HORA
8:10a12:00 14:05 a 18:00
---------- CONTROL Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
---------- CONTROL Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
51 34 Sangre humana Espuma color amarilla 4+ 4+
52 41 Sangre humana Poliéster color blanco, méas 4+ 3+
sudor.
53 69 Sangre humana Poliéster estampado de color 4+ 4+
blanco y negro, mas orina
54 42 Sangre humana Poliéster color blanco, mas 4+ 4+
saliva
55 55 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 3+ 3+
claro, mas materia fecal
56 43 Sangre humana Licra color rosada, lavada 3+ 3+
hasta 10 veces con agua de
chorro
57 68 Lugol Poliéster color azul claro 3+ 2+
58 95 Pepa aguacate Lino color blanco NEG NEG
59 88 Sangre humana Tableta color blanca, de 37x37 4+ 4+
cm aprox, lavada con agua de
chorro.
60 87 Sangre humana Tableta color beige, 18x18 cm 4+ 4+
aprox.
61 98 Sangre humana Tableta color café, de 29x29 4+ 4+
cm aprox.
62 100 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 3+ 3+
cm aprox, limpiada con limpia
vidrios
63 46 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 3+ 3+
cm aprox, pintada con vinilo
blanco
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Continuacién Tabla # 9 Repetibilidad para el Analista # 2/ DIA #2

ORDEN Codigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE THEVENON ROLAND-
Muestra (MANCHA DE) PIRAMIDON
HORA HORA
8:10a12:00 14:05 a 18:00
---------- CONTROL Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
---------- CONTROL Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
64 39 Sangre humana Trozo de madera, color café, 4+ 3+
de 40x40 aprox.
65 47 Sangre humana Malla color blanca 2+ 2+
66 45 Diente de leén Lino color blanco NEG NEG
67 50 Lenteja Lino color fucsia NEG NEG
68 48 Alcohol antiséptico Poliéster color azul claro NEG NEG
69 49 Betun liquido Poliéster color azul claro NEG NEG
70 83 Fresa Poliéster color azul claro NEG NEG
71 86 Lapiz de ojos Poliéster viscoso color negro NEG NEG
72 84 Rubor rojo Poliéster color azul claro NEG NEG
73 51 Dolex gripa para Poliéster color azul claro NEG NEG
nifios
74 85 Noraver garganta Poliéster color azul claro NEG NEG
rojo
75 91 Sangre humana Papel kraft 3+ 3+
76 52 Tornillo oxidado Tornillo oxidado NEG NEG
77 92 Crema de manos Algoddn color blanco NEG NEG
78 53 Salsa Barb QB Algodon color blanco NEG NEG
79 54 Cilantro Algoddn color blanco NEG NEG
80 56 Soflan Algodén color blanco NEG NEG
81 60 Sangre humana Seda color negra 4+ 4+
82 57 Sangre humana Franela estampada color 2+ 2+
azul y blanco
83 61 Sangre humana Dacron color blanco 1+ 1+
84 58 Sangre humana Cartulina color blanca 3+ 3+
85 59 Sangre humana Lino color fucsia 2+ POS
86 62 Soda caustica Poliéster color blanco NEG NEG
87 89 Sangre humana Algoddn color blanco POS POS
88 93 Acido acético Algodén color vino tinto NEG NEG
89 94 Sangre humana Poliéster color blanco, con NEG NEG
soda caustica solida
920 64 Sangre humana Algodon color vino tinto, 3+ 3+
lavado con detergente
91 65 Sangre humana Licra color rosada, con limén 4+ 4+
92 66 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometidos a luz U.V
/2h
93 72 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 3+ 3+
claro, sometido a 60°C /2h
94 67 Sangre humana Algodon color amarillo, con 4+ 4+
H202
95 73 Sangre humana Algodén color vino tinto, con 4+ 4+
Hipoclorito
96 78 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometido a 30°C /2h
97 79 Sangre humana Tableta color blanca, de 4+ 4+
37x37 cm aprox, lavada con
agua de chorro, con luz
U.v/2h
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Continuacién Tabla # 9 Repetibilidad para el Analista # 2/ DIA #2.

ORDEN Codigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE THEVENON ROLAND-
Muestra (MANCHA DE) PIRAMIDON
HORA HORA
8:10 a 12:00 14:05 a 18:00
---------- CONTROL Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
---------- CONTROL Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
98 80 Sangre humana Tableta color beige, de 4+ 4+
18x18 cm aprox, limpiada
con limpia vidrios con luz
U.Vv/ 2h
99 81 Sangre humana Tableta color beige, de 3+ 3+
18x18 cm aprox, pintada,
con luz U.V/ 2h
100 75 Sangre humana Licra color rosada, lavada 10 2+ 2+
veces con agua + luz U.V/2h

6.1.2 Resultados de la repetibilidad para Técnica de Bluestar Forensic

Free.
Tabla # 10 Repetibilidad para el Analista # 1/ DIA #1
Cadigo de ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC FREE
ORDEN Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE
HORA HORA
7:30a 12:30 14:30 a2 18:30
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
1 9 Platano Verde Poliéster color azul claro NEG NEG
2 2 Cebolla cabezona Algodén color amarillo NEG NEG
3 8 Repollo morado Poliéster color rojo NEG NEG
4 11 Réabano Algodon color blanco 2+ 2+
5 15 Remolacha Lino estampado color verde y NEG NEG
blanco
6 20 Ciruela Licra color fucsia NEG NEG
7 14 Zanahoria Algodén estampado color azul NEG NEG
y blanco
8 3 Tomate de arbol Poliéster viscoso color gris NEG NEG
9 7 Manzana roja Algoddn color vino tinto NEG NEG
10 5 Uva morada Algodén color blanco NEG NEG
11 1 Berenjena Algodoén estampado color NEG NEG
verde
12 4 Mora Poliéster estampado color NEG NEG

blanco y negro
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Continuacién Tabla # 10 Repetibilidad para el Analista # 1/ DIA #1

Codigo de ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC FREE
ORDEN Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE
HORA HORA
7:30a12:30 14:30 a 18:30
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
13 10 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro
14 6 Sangre de pescado | Algodén estampado color 3+ 3+
rosado
15 12 Sangre de cerdo Algodon estampado color azul 4+ 4+
y amarillo
16 21 Sangre de res Toalla estampada con 4+ 4+
multiples colores
17 76 Sangre de pollo Lino estampado color rosado 4+ 4+
18 13 Isodine Algodon color blanco 3+ 3+
19 16 Cloruro férrico Lino estampado color rojo y 1+ 1+
blanco
20 26 Vino tinto Poliéster viscoso color rosado NEG NEG
21 17 Tiocianato de Dacroén color blanco 1+ 1+
potasio
22 37 Sulfato de Zinc Toalla estampada con 1+ 1+
multiples colores
23 40 Sulfato de hierro Cuerina color naranja 3+ 3+
24 18 Orina Jean color azul NEG NEG
25 29 Saliva Poliéster estampado color café NEG NEG
26 19 Sangre humana Cuerina color mostaza 4+ 4+
27 22 Sangre humana Cuero color gris, con pintura 4+ 4+
roja.
28 23 Pintura roja Lino color fucsia NEG NEG
29 44 Labial rojo Lino color blanco NEG NEG
30 30 Peréxido de Poliéster viscoso color negro NEG NEG
hidrogeno (H202)
31 63 Esmalte rojo Poliéster viscoso estampado NEG NEG
de color morado y blanco
32 99 Perborato de Dacron color blanco 1+ 1+
potasio
33 24 Permanganato de Algodén color vino tinto 1+ 1+
potasio
34 25 Oxido de tornillos Algodon color amarillo NEG NEG
35 70 Hipoclorito Lino estampado en color rojo y 4+ 4+
blanco
36 74 Detergente Algodon estampado en color 3+ 3+
azul y amarillo
37 77 Limpia vidrios Algoddén estampado en color NEG NEG
rosado
38 27 Amoniaco Algodon color vino tinto 1+ 1+
39 35 Marcador rojo Algodon estampado color NEG NEG
verde
40 28 Rosas rojas Lino estampado color verde y NEG NEG
blanco
41 31 Materia fecal Toalla estampada con NEG NEG
multiples colores
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Continuacién Tabla # 10 Repetibilidad para el Analista # 1/ DIA #1

Coédigo de ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC FREE
ORDEN Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE
HORA HORA
7:30a12:30 14:30 a 18:30
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
42 82 Sudor Algodén estampado de color NEG NEG
azul y blanco
43 71 Hojas de arbol Lino estampado de color rojo y NEG NEG
blanco
44 38 Sulfato de Licra color fucsia NEG NEG
magnesio
45 96 Sangre humana Papel blanco 4+ 4+
46 32 Sangre humana Papel filtro 4+ 4+
47 90 Sangre humana Papel periédico 4+ 4+
48 97 Sangre humana Vidrio transparente 4+ 4+
49 33 Sangre humana Botella de vidrio color ambar 4+ 4+
50 36 Sangre humana Mechas de trapero 4+ 4+
Tabla # 11 Repetibilidad para el Analista # 1/ DIA #2.
ORDEN Codigo de ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC FREE
Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE
HORA HORA
7:40 a 11:56 13:29 a 18:05
---------- CONTROL Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
---------- CONTROL Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
51 34 Sangre humana Espuma color amarilla 4+ 4+
52 41 Sangre humana Poliéster color blanco, mas 4+ 4+
sudor
53 69 Sangre humana Poliéster estampado de 4+ 4+
color blanco y negro, méas
orina
54 42 Sangre humana Poliéster color blanco, mas 4+ 4+
saliva
55 55 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, mas materia fecal
56 43 Sangre humana Licra color rosada, lavada 3+ 3+
hasta 10 veces con agua
de chorro
57 68 Lugol Poliéster color azul claro 2+ 2+
58 95 Pepa aguacate Lino color blanco NEG NEG
59 88 Sangre humana Tableta color blanca, de 4+ 4+
37x37 cm aprox, lavada
con agua de chorro.
60 87 Sangre humana Tableta color beige, 18x18 4+ 4+
cm aprox.
61 98 Sangre humana Tableta color café, de 4+ 4+
29x29 cm aprox.
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Continuacién Tabla # 11 Repetibilidad para el Analista # 1/ DIA #2.

ORDEN Codigo de ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC FREE
Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE
HORA HORA
7:40 a 11:56 13:29 a 18:05
---------- CONTROL Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
---------- CONTROL Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
62 100 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 3+ 3+
cm aprox, limpiada con limpia
vidrios
63 46 Sangre humana Tableta color beige, de 18x18 4+ 4+
cm aprox, pintada con vinilo
blanco
64 39 Sangre humana Trozo de madera, color café, 4+ 4+
de 40x40 aprox.
65 47 Sangre humana Malla color blanca 4+ 4+
66 45 Diente de le6n Lino color blanco NEG NEG
67 50 Lenteja Lino color fucsia NEG NEG
68 48 Alcohol antiséptico | Poliéster color azul claro NEG NEG
69 49 Betln liguido Poliéster color azul claro NEG NEG
70 83 Fresa Poliéster color azul claro NEG NEG
71 86 Lapiz de ojos Poliéster viscoso color negro NEG NEG
72 84 Rubor rojo Poliéster color azul claro NEG NEG
73 51 Dolex gripa para Poliéster color azul claro NEG NEG
nifios
74 85 Noraver garganta Poliéster color azul claro NEG NEG
rojo
75 91 Sangre humana Papel kraft 4+ 4+
76 52 Tornillo oxidado Tornillo oxidado NEG NEG
77 92 Crema de manos Algodén color blanco NEG NEG
78 53 Salsa Barb QB Algodon color blanco NEG NEG
79 54 Cilantro Algodon color blanco NEG NEG
80 56 Soflan Algodon color blanco NEG NEG
81 60 Sangre humana Seda color negra 4+ 4+
82 57 Sangre humana Franela estampada color azul 4+ 4+
y blanco
83 61 Sangre humana Dacron color blanco 4+ 4+
84 58 Sangre humana Cartulina color blanca 4+ 4+
85 59 Sangre humana Lino color fucsia 4+ 3+
86 62 Soda caustica Poliéster color blanco 4+ 4+
87 89 Sangre humana Algodon color blanco 4+ 4+
88 93 Acido acético Algodon color vino tinto 2+ 2+
89 94 Sangre humana Poliéster color blanco, con 3+ 3+
soda caustica solida
90 64 Sangre humana Algodon color vino tinto, 4+ 4+
lavado con detergente
91 65 Sangre humana Licra color rosada, con limén 4+ 4+
92 66 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometidos a luz U.V /2h
93 72 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometido a 60°C /2h
94 67 Sangre humana Algodén color amarillo, con 4+ 4+
H202
95 73 Sangre humana Algodon color vino tinto, con 4+ 4+
Hipoclorito
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Continuacién Tabla # 11 Repetibilidad para el Analista # 1/ DIA #2.

ORDEN Codigo de ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC FREE
Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE
HORA HORA
7:40 a 11:56 13:29 a 18:05
---------- CONTROL Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
---------- CONTROL Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
96 78 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometido a 30°C /2h
97 79 Sangre humana Tableta color blanca, de 4+ 4+
37x37 cm aprox, lavada con
agua de chorro, con luz
U.v/2h
98 80 Sangre humana Tableta color beige, de 4+ 4+
18x18 cm aprox, limpiada
con limpia vidrios con luz
U.v/ 2h
99 81 Sangre humana Tableta color beige, de 4+ 4+
18x18 cm aprox, pintada,
con luz U.V/ 2h
100 75 Sangre humana Licra color rosada, lavada 10 4+ 4+
veces con agua + luz U.V/2h
Tabla # 12 Repetibilidad para el Analista # 2 / DIA #1.
Cédigo de ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC FREE
ORDEN Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE
7:20a11:30 13:00 a 16:15
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
1 9 Platano Verde Poliéster color azul claro NEG NEG
2 2 Cebolla cabezona Algodén color amarillo NEG NEG
3 8 Repollo morado Poliéster color rojo NEG NEG
4 11 Rabano Algodon color blanco 2+ 2+
5 15 Remolacha Lino estampado color verde y NEG NEG
blanco
6 20 Ciruela Licra color fucsia NEG NEG
7 14 Zanahoria Algodon estampado color azul NEG NEG
y blanco
8 3 Tomate de arbol Poliéster viscoso color gris NEG NEG
9 7 Manzana roja Algodén color vino tinto NEG NEG
10 5 Uva morada Algodon color blanco NEG NEG
11 1 Berenjena Algodon estampado color NEG NEG
verde
12 4 Mora Poliéster estampado color NEG NEG
blanco y negro
13 10 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro
14 6 Sangre de pescado | Algodén estampado color 3+ 3+
rosado
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Continuacién Tabla # 12 Repetibilidad para el Analista # 2 / DIA #1.

Codigo de ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC FREE
ORDEN Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE
7:20a11:30 13:00 a 16:15
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul claro 4+ 4+
POSITIVO
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul claro NEG NEG
NEGATIVO
15 12 Sangre de cerdo | Algoddn estampado color azul y 3+ 3+
amarillo
16 21 Sangre de res Toalla estampada con multiples 4+ 4+
colores
17 76 Sangre de pollo Lino estampado color rosado 3+ 3+
18 13 Isodine Algodon color blanco 3+ 2+
19 16 Cloruro férrico Lino estampado color rojo y blanco 1+ 1+
20 26 Vino tinto Poliéster viscoso color rosado NEG NEG
21 17 Tiocianato de Dacrén color blanco 2+ 2+
potasio
22 37 Sulfato de Zinc Toalla estampada con mltiples 1+ 1+
colores
23 40 Sulfato de hierro | Cuerina color naranja 3+ 3+
24 18 Orina Jean color azul NEG NEG
25 29 Saliva Poliéster estampado color café NEG NEG
26 19 Sangre humana Cuerina color mostaza 4+ 4+
27 22 Sangre humana Cuero color gris, con pintura roja. 3+ 3+
28 23 Pintura roja Lino color fucsia NEG NEG
29 44 Labial rojo Lino color blanco NEG NEG
30 30 Peroxido de Poliéster viscoso color negro NEG NEG
hidrogeno
(H202)
31 63 Esmalte rojo Poliéster viscoso estampado de NEG NEG
color morado y blanco
32 99 Perborato de Dacron color blanco 1+ 1+
potasio
33 24 Permanganato Algodén color vino tinto 2+ 2+
de potasio
34 25 Oxido de tornillos | Algodén color amarillo NEG NEG
35 70 Hipoclorito Lino estampado en color rojo y 3+ 3+
blanco
36 74 Detergente Algodén estampado en color azul 3+ 3+
y amarillo
37 77 Limpia vidrios Algodon estampado en color NEG NEG
rosado
38 27 Amoniaco Algodén color vino tinto 1+ 1+
39 35 Marcador rojo Algodoén estampado color verde NEG NEG
40 28 Rosas rojas Lino estampado color verde y NEG NEG
blanco
41 31 Materia fecal Toalla estampada con mltiples NEG NEG
colores
42 82 Sudor Algodoén estampado de color azul NEG NEG
y blanco
43 71 Hojas de arbol Lino estampado de color rojo y NEG NEG
blanco
44 38 Sulfato de Licra color fucsia NEG NEG
magnesio
45 96 Sangre humana Papel blanco 4+ 4+
46 32 Sangre humana Papel filtro 4+ 4+
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Continuacién Tabla # 12 Repetibilidad para el Analista # 2 / DIA #1.

Codigo de ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC FREE
ORDEN Muestra (MANCHA DE) SUSTRATO O SOPORTE
7:20a11:30 13:00 a 16:15
------ CONTROL | Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------ CONTROL | Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
47 90 Sangre humana Papel periédico 4+ 4+
48 97 Sangre humana Vidrio transparente 4+ 4+
49 33 Sangre humana Botella de vidrio color ambar 4+ 4+
50 36 Sangre humana Mechas de trapero 4+ 4+

Tabla # 13 Repetibilidad para el Analista # 2 / DIA #2.

ORDEN Codigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE | BLUESTAR FORENSIC FREE
Muestra (MANCHA DE)
HORA HORA
7:00a12:00 14:15a17:00
------------ CONTROL Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------------ CONTROL Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
51 34 Sangre humana Espuma color amarilla 4+ 4+
52 41 Sangre humana Poliéster color blanco, méas 4+ 4+
sudor
53 69 Sangre humana Poliéster estampado de 4+ 4+
color blanco y negro, mas
orina
54 42 Sangre humana Poliéster color blanco, mas 4+ 4+
saliva
55 55 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, mas materia fecal
56 43 Sangre humana Licra color rosada, lavada 3+ 3+
hasta 10 veces con agua
de chorro
57 68 Lugol Poliéster color azul claro 3+ 3+
58 95 Pepa aguacate Lino color blanco NEG NEG
59 88 Sangre humana Tableta color blanca, de 4+ 4+
37x37 cm aprox, lavada
con agua de chorro.
60 87 Sangre humana Tableta color beige, 18x18 4+ 4+
Ccm aprox.
61 98 Sangre humana Tableta color café, de 4+ 4+
29x29 cm aprox.
62 100 Sangre humana Tableta color beige, de 3+ 3+
18x18 cm aprox, limpiada
con limpia vidrios
63 46 Sangre humana Tableta color beige, de 4+ 4+
18x18 cm aprox, pintada
con vinilo blanco
64 39 Sangre humana Trozo de madera, color 4+ 4+
café, de 40x40 aprox.
65 47 Sangre humana Malla color blanca 4+ 4+
66 45 Diente de le6n Lino color blanco NEG NEG

95




Continuacién Tabla # 13 Repetibilidad para el Analista # 2 / DIA #2.

ORDEN Cédigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE BLUESTAR FORENSIC FREE
Muestra (MANCHA DE)
HORA HORA
7:00 a 12:00 14:15a17:00
------------ CONTROL Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------------ CONTROL Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
67 50 Lenteja Lino color fucsia NEG NEG
68 48 Alcohol antiséptico Poliéster color azul claro NEG NEG
69 49 Betun liguido Poliéster color azul claro NEG NEG
70 83 Fresa Poliéster color azul claro NEG NEG
71 86 Lapiz de ojos Poliéster viscoso color NEG NEG
negro
72 84 Rubor rojo Poliéster color azul claro NEG NEG
73 51 Dolex gripa para Poliéster color azul claro NEG NEG
nifios
74 85 Noraver garganta Poliéster color azul claro NEG NEG
rojo
75 91 Sangre humana Papel kraft 3+ 3+
76 52 Tornillo oxidado Tornillo oxidado NEG NEG
77 92 Crema de manos Algoddn color blanco NEG NEG
78 53 Salsa Barb QB Algodon color blanco NEG NEG
79 54 Cilantro Algodén color blanco NEG NEG
80 56 Soflan Algodén color blanco NEG NEG
81 60 Sangre humana Seda color negra 4+ 4+
82 57 Sangre humana Franela estampada color 3+ 3+
azul y blanco
83 61 Sangre humana Dacron color blanco 4+ 4+
84 58 Sangre humana Cartulina color blanca 4+ 4+
85 59 Sangre humana Lino color fucsia 4+ 3+
86 62 Soda caustica Poliéster color blanco 4+ 4+
87 89 Sangre humana Algodon color blanco 3+ 3+
88 93 Acido acético Algodén color vino tinto 3+ 2+
89 94 Sangre humana Poliéster color blanco, con 3+ 3+
soda caustica solida
90 64 Sangre humana Algodon color vino tinto, 4+ 3+
lavado con detergente
91 65 Sangre humana Licra color rosada, con 3+ 3+
limén
92 66 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometidos a luz U.V
12h
93 72 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometido a 60°C /2h
94 67 Sangre humana Algodon color amarillo, con 4+ 4+
H202
95 73 Sangre humana Algoddn color vino tinto, 4+ 4+
con Hipoclorito
96 78 Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
claro, sometido a 30°C /2h
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Continuacién Tabla # 13 Repetibilidad para el Analista # 2 / DIA #2.

ORDEN Cdédigo de ESPECIMEN SUSTRATO O SOPORTE BLUESTAR FORENSIC FREE
Muestra (MANCHA DE)
HORA HORA
7:00 a 12:00 14:15a17:00
------------ CONTROL Sangre humana Poliéster viscoso color azul 4+ 4+
POSITIVO claro
------------ CONTROL Agua destilada Poliéster viscoso color azul NEG NEG
NEGATIVO claro
97 79 Sangre humana Tableta color blanca, de 4+ 4+

37x37 cm aprox, lavada
con agua de chorro, con
luz U.V/2h

98 80 Sangre humana Tableta color beige, de 4+ 4+
18x18 cm aprox, limpiada
con limpia vidrios con luz
U.vV/ 2h

99 81 Sangre humana Tableta color beige, de 4+ 4+
18x18 cm aprox, pintada,
con luz U.V/ 2h

100 75 Sangre humana Licra color rosada, lavada 4+ 4+
10 veces con agua + luz
U.V/2h

6.2 Reproducibilidad

Se empled para expresar la precisién de la técnica cuando este se aplico
sobre la misma muestra, bajo las mismas condiciones, con los mismos

reactivos, pero con diferente analista.

6.2.1 Resultados de la reproducibilidad para la Técnica de Thevenon

Roland-Piramidén:

Tabla # 14 Reproducibilidad para el Analista# 1y # 2.

Cédigo de ESPECIMEN Thevenon Roland Piramidén Thevenon Roland Piramid6n
ORDEN Muestra (MANCHA DE) ANALISTA#1 ANALISTA # 2
------ CONTROL | Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
POSITIVO
------ CONTROL | Agua destilada NEG NEG NEG NEG
NEGATIVO
1 9 Platano Verde NEG NEG NEG NEG
2 2 Cebolla cabezona NEG NEG NEG NEG
3 8 Repollo morado NEG NEG NEG NEG
4 11 Rébano NEG NEG NEG NEG
5 15 Remolacha 1+ 1+ 2+ 2+
6 20 Ciruela NEG NEG NEG NEG
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Continuacién Tabla # 14 Reproducibilidad para el Analista# 1y # 2.

Cédigo de ESPECIMEN Thevenon Roland Piramidén Thevenon Roland Piramid6n
ORDEN Muestra (MANCHA DE) ANALISTA#1 ANALISTA # 2
------ CONTROL | Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
POSITIVO
------ CONTROL | Agua destilada NEG NEG NEG NEG
NEGATIVO
7 14 Zanahoria NEG NEG NEG NEG
8 3 Tomate de arbol NEG NEG NEG NEG
9 7 Manzana roja NEG NEG NEG NEG
10 5 Uva morada NEG NEG NEG NEG
11 1 Berenjena NEG NEG NEG NEG
12 4 Mora 2+ 2+ 2+ 2+
13 10 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
14 6 Sangre de pescado 3+ 3+ 2+ 2+
15 12 Sangre de cerdo 4+ 4+ 3+ 3+
16 21 Sangre de res 4+ 4+ 3+ 3+
17 76 Sangre de pollo 4+ 4+ 3+ 3+
18 13 Isodine 3+ 3+ 3+ 3+
19 16 Cloruro férrico 2+ 2+ 2+ 2+
20 26 Vino tinto NEG NEG NEG NEG
21 17 Tiocianato de 1+ 1+ 1+ 1+
potasio
22 37 Sulfato de Zinc NEG NEG NEG NEG
23 40 Sulfato de hierro 2+ 2+ 2+ 2+
24 18 Orina NEG NEG NEG NEG
25 29 Saliva NEG NEG NEG NEG
26 19 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
27 22 Sangre humana / 4+ 4+ 3+ 3+
pintura roja
28 23 Pintura roja NEG NEG NEG NEG
29 44 Labial rojo NEG NEG NEG NEG
30 30 Peroxido de NEG NEG NEG NEG
hidrogeno (H202)
31 63 Esmalte rojo NEG NEG NEG NEG
32 99 Perborato de NEG NEG NEG NEG
potasio
33 24 Permanganato de NEG NEG NEG NEG
potasio
34 25 Oxido de tornillos NEG NEG NEG NEG
35 70 Hipoclorito NEG NEG NEG NEG
36 74 Detergente 3+ 3+ 2+ 2+
37 77 Limpia vidrios NEG NEG NEG NEG
38 27 Amoniaco NEG NEG NEG NEG
39 35 Marcador rojo NEG NEG NEG NEG
40 28 Rosas rojas NEG NEG NEG NEG
41 31 Materia fecal NEG NEG NEG NEG
42 82 Sudor NEG NEG NEG NEG
43 71 Hojas de arbol NEG NEG NEG NEG
44 38 Sulfato de NEG NEG NEG NEG
magnesio
45 96 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
46 32 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
47 90 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
48 97 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
49 33 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
50 36 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+

98




Continuacién Tabla # 14 Reproducibilidad para el Analista# 1y # 2.

ORDEN Codigo de ESPECIMEN Thevenon Roland Piramidén Thevenon Roland Piramidén
Muestra (MANCHA DE) ANALISTA#1 ANALISTA#2
---------- CONTROL | Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
POSITIVO
---------- CONTROL | Agua destilada NEG NEG NEG NEG
NEGATIVO

51 34 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
52 41 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 3+
53 69 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
54 42 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
55 55 Sangre humana 3+ 3+ 3+ 3+
56 43 Sangre humana 3+ 3+ 3+ 3+
57 68 Lugol 2+ 2+ 3+ 2+
58 95 Pepa aguacate NEG NEG NEG NEG
59 88 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
60 87 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
61 98 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
62 100 Sangre humana 3+ 3+ 3+ 3+
63 46 Sangre humana 3+ 3+ 3+ 3+
64 39 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 3+
65 47 Sangre humana 3+ 3+ 2+ 2+
66 45 Diente de le6n NEG NEG NEG NEG
67 50 Lenteja NEG NEG NEG NEG
68 48 Alcohol antiséptico NEG NEG NEG NEG
69 49 Betdn liguido NEG NEG NEG NEG
70 83 Fresa NEG NEG NEG NEG
71 86 Lapiz de ojos NEG NEG NEG NEG
72 84 Rubor rojo NEG NEG NEG NEG
73 51 Dolex gripa para nifios NEG NEG NEG NEG
74 85 Noraver garganta rojo NEG NEG NEG NEG
75 91 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
76 52 Tornillo oxidado NEG NEG NEG NEG
77 92 Crema de manos NEG NEG NEG NEG
78 53 Salsa Barb QOB NEG NEG NEG NEG
79 54 Cilantro NEG NEG NEG NEG
80 56 Soflan NEG NEG NEG NEG
81 60 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
82 57 Sangre humana 3+ 3+ 2+ 2+
83 61 Sangre humana 2+ 2+ 1+ 1+
84 58 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
85 59 Sangre humana 4+ 4+ 2+ POS
86 62 Soda caustica NEG NEG NEG NEG
87 89 Sangre humana 4+ 4+ POS POS
88 93 Acido acético NEG NEG NEG NEG
89 94 Sangre humana NEG NEG NEG NEG
90 64 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
91 65 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
92 66 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
93 72 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
94 67 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
95 73 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
96 78 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
97 79 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
98 80 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
99 81 Sangre humana 3+ 3+ 3+ 3+
100 75 Sangre humana 2+ 2+ 2+ 2+
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6.2.2 Resultados de la reproducibilidad para la Técnica de Bluestar

Forensic Free
Tabla # 15 Reproducibilidad para el Analista# 1y #2.

ORDEN Caédigo de ESPECIMEN Bluestar Forensic Free Bluestar Forensic Free
Muestra (MANCHA DE) ANALISTA#1 ANALISTA#2
------- CONTROL | Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
POSITIVO
------- CONTROL | Agua destilada NEG NEG NEG NEG
NEGATIVO
1 9 Platano Verde NEG NEG NEG NEG
2 2 Cebolla cabezona NEG NEG NEG NEG
3 8 Repollo morado NEG NEG NEG NEG
4 11 Rabano 2+ 2+ 2+ 2+
5 15 Remolacha NEG NEG NEG NEG
6 20 Ciruela NEG NEG NEG NEG
7 14 Zanahoria NEG NEG NEG NEG
8 3 Tomate de arbol NEG NEG NEG NEG
9 7 Manzana roja NEG NEG NEG NEG
10 5 Uva morada NEG NEG NEG NEG
11 1 Berenjena NEG NEG NEG NEG
12 4 Mora NEG NEG NEG NEG
13 10 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
14 6 Sangre de pescado 3+ 3+ 3+ 3+
15 12 Sangre de cerdo 4+ 4+ 3+ 3+
16 21 Sangre de res 4+ 4+ 4+ 4+
17 76 Sangre de pollo 4+ 4+ 3+ 3+
18 13 Isodine 3+ 3+ 3+ 2+
19 16 Cloruro férrico 1+ 1+ 1+ 1+
20 26 Vino tinto NEG NEG NEG NEG
21 17 Tiocianato de potasio 1+ 1+ 2+ 2+
22 37 Sulfato de Zinc 1+ 1+ 1+ 1+
23 40 Sulfato de hierro 3+ 3+ 3+ 3+
24 18 Orina NEG NEG NEG NEG
25 29 Saliva NEG NEG NEG NEG
26 19 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
27 22 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
28 23 Pintura roja NEG NEG NEG NEG
29 44 Labial rojo NEG NEG NEG NEG
30 30 Perdxido de NEG NEG NEG NEG
hidrogeno (H202)
31 63 Esmalte rojo NEG NEG NEG NEG
32 99 Perborato de potasio 1+ 1+ 1+ 1+
33 24 Permanganato de 1+ 1+ 2+ 2+
potasio
34 25 Oxido de tornillos NEG NEG NEG NEG
35 70 Hipoclorito 4+ 4+ 3+ 3+
36 74 Detergente 3+ 3+ 3+ 3+
37 77 Limpia vidrios NEG NEG NEG NEG
38 27 Amoniaco 1+ 1+ 1+ 1+
39 35 Marcador rojo NEG NEG NEG NEG
40 28 Rosas rojas NEG NEG NEG NEG
41 31 Materia fecal NEG NEG NEG NEG
42 82 Sudor NEG NEG NEG NEG
43 71 Hojas de &rbol NEG NEG NEG NEG
44 38 Sulfato de magnesio NEG NEG NEG NEG
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Continuacion Tabla # 15 Reproducibilidad para el Analista# 1y #2.

ORDEN Cédigo de ESPECIMEN Bluestar Forensic Free Bluestar Forensic Free
Muestra (MANCHA DE) ANALISTA#1 ANALISTA # 2
------- CONTROL | Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
POSITIVO
------- CONTROL | Agua destilada NEG NEG NEG NEG
NEGATIVO
45 96 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
46 32 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
47 90 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
48 97 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
49 33 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
50 36 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
51 34 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
52 41 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
53 69 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
54 42 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
55 55 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
56 43 Sangre humana 3+ 3+ 3+ 3+
57 68 Lugol 2+ 2+ 3+ 3+
58 95 Pepa aguacate NEG NEG NEG NEG
59 88 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
60 87 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
61 98 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
62 100 Sangre humana 3+ 3+ 3+ 3+
63 46 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
64 39 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
65 47 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
66 45 Diente de ledn NEG NEG NEG NEG
67 50 Lenteja NEG NEG NEG NEG
68 48 Alcohol antiséptico NEG NEG NEG NEG
69 49 Betdn liquido NEG NEG NEG NEG
70 83 Fresa NEG NEG NEG NEG
71 86 Léapiz de ojos NEG NEG NEG NEG
72 84 Rubor rojo NEG NEG NEG NEG
73 51 Dolex gripa para NEG NEG NEG NEG
nifios
74 85 Noraver garganta NEG NEG NEG NEG
rojo
75 91 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
76 52 Tornillo oxidado NEG NEG NEG NEG
77 92 Crema de manos NEG NEG NEG NEG
78 53 Salsa Barb QB NEG NEG NEG NEG
79 54 Cilantro NEG NEG NEG NEG
80 56 Soflan NEG NEG NEG NEG
81 60 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
82 57 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
83 61 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
84 58 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
85 59 Sangre humana 4+ 3+ 4+ 3+
86 62 Soda caustica 4+ 4+ 4+ 4+
87 89 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
88 93 Acido acético 2+ 2+ 3+ 2+
89 94 Sangre humana 3+ 3+ 3+ 3+
90 64 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 3+
91 65 Sangre humana 4+ 4+ 3+ 3+
92 66 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
93 72 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
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Continuacion Tabla # 15 Reproducibilidad para el Analista# 1y #2.

ORDEN Cédigo de ESPECIMEN Bluestar Forensic Free Bluestar Forensic Free
Muestra (MANCHA DE) ANALISTA#1 ANALISTA #2
------- CONTROL Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
POSITIVO
------- CONTROL | Agua destilada NEG NEG NEG NEG
NEGATIVO
94 67 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
95 73 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
96 78 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
97 79 Sangre humana 4+ 4+ A+ 4+
98 80 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
99 81 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+
100 75 Sangre humana 4+ 4+ 4+ 4+

6.3 Limite de deteccidn para las técnicas de Thevenon Roland-

Piramiddén y Bluestar Forensic Free.

6.3.1 Limite de deteccion para la Técnica de Thevenon Roland-

Piramidon.

Tabla # 16 Limite de deteccidn para diluciones de sangre en mancha

ORDEN ESPECIMEN (MANCHA) SUSTRATO O SOPORTE THEVENON ROLAND-PIRAMIDON

Analista# 1 Analista # 2

1 Sangre Humana 1/1000 Tela garza blanca Positivo 4+ Positivo 4+

2 Sangre Humana 1/2000 Tela garza blanca Positivo 3+ Positivo 3+

3 Sangre Humana 1/4000 Tela garza blanca Positivo 2+ Positivo 2+

4 Sangre Humana 1/8000 Tela garza blanca Positivo 2+ Positivo 2+

5 Sangre Humana 1/16000 Tela garza blanca Positivo 1+ Positivo 1+

6 Sangre Humana 1/32000 Tela garza blanca Positivo 1+ Positivo 1+

7 Sangre Humana 1/64000 Tela garza blanca Negativo Negativo

8 Sangre Humana 1/128000 Tela garza blanca Negativo Negativo

9 Sangre Humana 1/256000 Tela garza blanca Negativo Negativo

Tabla #16: El punto critico de corte para la técnica de Thevenon Roland-Piramidén en
diluciones de manchas de sangre, es la diluciéon 1/32000, que corresponde a positivo 1+, porque
hay total coincidencia en los resultados obtenidos por el analista 1 y el analista 2.
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Tabla # 17 Limite de deteccién para diluciones de sangre liquida

THEVENON ROLAND-
ORDEN ESPECIMEN (LIQUIDA) SUSTRATO O SOPORTE PIRAMIDON

Analista #1 Analista #2
1 Sangre Humana 1/1000 Sangre liquida + agua destilada Positivo 4+ Positivo 4+
2 Sangre Humana 1/2000 Sangre liquida + agua destilada Positivo 4+ Positivo 4+
3 Sangre Humana 1/4000 Sangre liquida + agua destilada Positivo 3+ Positivo 3+
4 Sangre Humana 1/8000 Sangre liquida + agua destilada Positivo 3+ Positivo 3+
5 Sangre Humana 1/16000 Sangre liquida + agua destilada Positivo 2+ Positivo 2+
6 Sangre Humana 1/32000 Sangre liquida + agua destilada Positivo 1+ Positivo 1+
7 Sangre Humana 1/64000 Sangre liquida + agua destilada Negativo Negativo
8 Sangre Humana 1/128000 Sangre liquida + agua destilada Negativo Negativo
9 Sangre Humana 1/256000 Sangre liquida + agua destilada Negativo Negativo

Tabla #17: El punto critico de corte para la técnica del Thevenon Roland-Piramidén diluciones de sangre
liquida, es la dilucién 1/32000 que corresponde a positivo 1+, porque hay total coincidencia en los
resultados obtenidos por el analista 1 y el analista 2.

6.3.2 Limite de deteccién para la Técnica de Bluestar Forensic Free

Tabla # 18 Limite de deteccidn para diluciones de sangre en mancha

ORDEN ESPECIMEN (MANCHA) SUSTRATO O SOPORTE BLUESTAR FORENSIC FREE
Analista # 1 Analista # 2
1 Sangre Humana 1/1000 Tela garza blanca Positivo 4+ Positivo 4+
2 Sangre Humana 1/2000 Tela garza blanca Positivo 3+ Positivo 3+
3 Sangre Humana 1/4000 Tela garza blanca Positivo 2+ Positivo 2+
4 Sangre Humana 1/8000 Tela garza blanca Positivo 2+ Positivo 2+
5 Sangre Humana 1/16000 Tela garza blanca Positivo 1+ Positivo 1+
6 Sangre Humana 1/32000 Tela garza blanca Positivo 1+ Positivo 1+
7 Sangre Humana 1/64000 Tela garza blanca Traza Negativo
8 Sangre Humana 1/128000 Tela garza blanca Negativo Negativo
9 Sangre Humana 1/256000 Tela garza blanca Negativo Negativo

Tabla #18: El punto critico de corte para la técnica del Bluestar Forensic Free en diluciones de sangre
en mancha, es la dilucion 1/32000 que corresponde a positivo 1+, porque hay total coincidencia en

los resultados obtenidos por el analista 1 y el analista 2.
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6.4

Manchas sometidas a RapidSignal Occult Blood Cassette —

Orgenics, previamente analizadas con Bluestar Forensic Free

Se utilizaron muestras de sangre humana, que arrojaron resultados positivos

mayores de (3 +) Bluestar Forensic Free; para saber si la accion del alcali

del Bluestar Forensic Free pudiese haber afectado la determinacion de la

proteina humana. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tabla # 19 Resultados de las manchas de sangre humana sometidas a

RapidSignal Occult Blood Cassette — Orgenics, previamente analizadas

con Bluestar Forensic Free.

Cdédigo de Muestras sometidas a OCCULT BLOOD
Muestra ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC CASSETTE ORGENICS
FREE
10 Sangre humana (Tela) POSITIVO POSITIVO
96 Sangre humana (papel) POSITIVO POSITIVO
32 Sangre humana (papel) POSITIVO POSITIVO
90 Sangre humana (papel) POSITIVO POSITIVO
97 Sangre humana (vidrio) POSITIVO POSITIVO
33 Sangre humana (Botella) POSITIVO POSITIVO
36 Sangre humana (Mechas de POSITIVO POSITIVO
trapero)
34 Sangre humana (Espuma) POSITIVO POSITIVO
41 Sangre humana + sudor (tela) POSITIVO POSITIVO
69 Sangre humana + orina (Tela) POSITIVO POSITIVO
42 Sangre humana + saliva (Tela) POSITIVO POSITIVO
55 Sangre humana + materia fecal POSITIVO POSITIVO
(Tela)

43 Sangre humana (lavada 10 veces) POSITIVO NEGATIVO
88 Sangre humana (Tableta lavada) POSITIVO NEGATIVO
87 Sangre humana (Tableta) POSITIVO POSITIVO
98 Sangre humana (Tableta) POSITIVO POSITIVO
100 Sangre humana (Tableta limpiada

con limpiavidrios) POSITIVO NEGATIVO
46 Sangre humana (Tableta pintada) POSITIVO NEGATIVO
39 Sangre humana (Trozo de POSITIVO POSITIVO

madera)

47 Sangre humana (Malla) POSITIVO POSITIVO
91 Sangre humana (Papel) POSITIVO POSITIVO
60 Sangre humana (Tela) POSITIVO POSITIVO
57 Sangre humana (Tela) POSITIVO POSITIVO
61 Sangre humana (Tela) POSITIVO POSITIVO
58 Sangre humana (Cartulina) POSITIVO POSITIVO
59 Sangre humana (Tela) POSITIVO NEGATIVO
89 Sangre humana (Tela) POSITIVO POSITIVO
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Continuacion Tabla # 19 Resultados de las manchas de sangre humana

sometidas

a RapidSignal Occ

ult Blood Cassette

previamente analizadas con Bluestar Forensic Free.

Orgenics,

Cdédigo de ] Muestras sometidas a OCCULT BLOOD
Muestra ESPECIMEN BLUESTAR FORENSIC CASSETTE ORGENICS
FREE
94 Sangre humana + soda POSITIVO POSITIVO
caustica)

64 Sangre humana + detergente POSITIVO POSITIVO

65 Sangre humana + limén POSITIVO POSITIVO

66 Sangre humana + Luz U.V. POSITIVO POSITIVO
(Tela)

72 Sangre humana + 60°C (Tela) POSITIVO POSITIVO

67 Sangre humana + H202 (Tela) POSITIVO POSITIVO

73 Sangre humana + Hipoclorito POSITIVO POSITIVO
(Tela)

78 Sangre humana + 30°C (Tela) POSITIVO POSITIVO

79 Sangre humana + luz U.V POSITIVO NEGATIVO

(Tableta lavada)
80 Sangre humana + Luz U.V POSITIVO NEGATIVO
(Tableta limpiada con limpia

vidrios)

81 Sangre humana + Luz U.V POSITIVO NEGATIVO

(Tableta pintada)
75 Sangre humana + Luz U.V POSITIVO NEGATIVO
(Tela lavada)

Tabla # 19: En esta tabla se puede observar que las manchas de sangre sometidas a Bluestar
Forensic Free y cuyos resultados fueron positivas; al ser analizadas con la técnica OCCULT BLOOD
CASSETTE ORGENICS a pesar de que las manchas tenian sangre, algunas de ellas arrojaron
resultados negativos para la determinacion de su origen humano.

Para comprobar los resultados anteriores se realizaron diluciones de sangre

en mancha y liquida para la técnica de Occult Blood Cassette-Orgenics. Los

resultados se pueden observar en la tabla # 13.
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Tabla #20 Resultados para la Técnica de RapidSignal Occult Blood

Cassette-Orgenics en diluciones de sangre humana liquida.

Occult Blood Cassette-

ORDEN | ESPECIMEN (LIQUIDA) SUSTRATO O SOPORTE Orgenics
Analista#1 | Analista #2
1 Sangre Humana 1/1000 Sangre liquida + agua destilada Positivo Positivo
2 Sangre Humana 1/2000 Sangre liquida + agua destilada Positivo Positivo
3 Sangre Humana 1/4000 Sangre liquida + agua destilada Positivo Positivo
4 Sangre Humana 1/8000 Sangre liquida + agua destilada Positivo Positivo
5 Sangre Humana 1/16000 Sangre liquida + agua destilada Positivo Positivo
6 Sangre Humana 1/32000 Sangre liquida + agua destilada Positivo Positivo
7 Sangre Humana 1/64000 Sangre liquida + agua destilada Negativo Negativo
8 Sangre Humana 1/128000 Sangre liquida + agua destilada Negativo Negativo
9 Sangre Humana 1/256000 Sangre liquida + agua destilada Negativo Negativo

Tabla # 20: Se obtuvieron los mismos resultados para los dos analistas. Se determiné el punto critico
de corte en la dilucion 1/32000 en sangre liquida.

Tabla # 21 Resultados para la Técnica de RapidSignal Occult Blood

Cassette-Orgenics en diluciones de sangre humana en mancha.

RapidSignal_Occult Blood

ORDEN ESPECIMEN (LIQUIDA) SUSTRATO O SOPORTE Cassette-Orgenics
Analista#1 | Analista #2
1 Sangre Humana 1/1000 Tela garza blanca Positivo Positivo
2 Sangre Humana 1/2000 Tela garza blanca Negativo Negativo
3 Sangre Humana 1/4000 Tela garza blanca Negativo Negativo
4 Sangre Humana 1/8000 Tela garza blanca Negativo Negativo
5 Sangre Humana 1/16000 Tela garza blanca Negativo Negativo
6 Sangre Humana 1/32000 Tela garza blanca Negativo Negativo
7 Sangre Humana 1/64000 Tela garza blanca Negativo Negativo
8 Sangre Humana 1/128000 Tela garza blanca Negativo Negativo
9 Sangre Humana 1/256000 Tela garza blanca Negativo Negativo

Tabla # 21: Se obtuvieron los mismos resultados para los dos analistas. Se determiné el punto critico
de corte en la dilucién 1/1000 para sangre humana en mancha.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Para cada uno de los resultados obtenidos de las dos técnicas se emplearon
andlisis estadisticos para pruebas cualitativas y para conocer el valor

numeérico de sus atributos.

7.1 Técnica de Thevenon Roland-Piramidon para los dos analistas

Se hallaron los resultados estadisticos empleando una tabla de 2 x 2 como
herramienta de andlisis, estos resultados se tabularon en las casillas de la
siguiente manera: (a) Verdaderos positivos, (b) Falsos positivos, (c) Falsos
negativos y (d) Verdaderos negativos, datos con los cuales se calculd la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo,
indice de concordancia e indice de Kappa; y se hallo el limite de deteccién
para las dos técnicas de acuerdo a cada uno de los resultados obtenidos

para los dos analista®”.

RESULTADOS POSITIVO RESULTADOS NEGATIVO

a b

RESULTADOS POSITIVOS - o
Verdaderos Positivos Falsos positivos
c d

RESULTADOS NEGATIVOS | Falsos negativos Verdaderos negativos

5 MANRIQUE HERNANDEZ RUBEN. Manuel de referencia para la validacion de técnicas analiticas. INMLyCF.
1995. Pagina 7.
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RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO

a b
RESULTADOS POSITIVOS 44 8
c d
RESULTADOS NEGATIVOS 1 a7
Sensibilidad:
7
S = - 07T
g+ 4441
Especificidad:
d 47
E = -— = 0.85415
d+b 47 +8

Valor predictivo positivo:

VPR = = (1.8461

a+b 44+
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Valor predictivo negativo:

d 47

Vpﬁ_cf—i-e_il?—t-l

- 092791

7.2 Técnica de Bluestar Forensic Free para los dos analistas

RESULTADOS POSITIVO RESULTADOS NEGATIVO

1

RESULTADOS POSITIVOS b

(@)
[N

RESULTADOS NEGATIVOS

o
e

Sensibilidad:

§=—= 2 =10
T a+ec 45+0 7

Especificidad:

d 11

B=p e - Ve

Valor predictivo positivo:

a 45
al b 45 | 14

VPP = = 0.7627
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Valor predictivo negativo:

d 41

VPN = e~ i+ 0

= 1.0

7.3 indice de Concordancia para la Técnica Thevenon Roland-Piramidén

entre los dos analistas

RESULTADOS POSITIVOS RESULTADOS NEGATIVO

RESULTADOS POSITIVOS

RESULTADOS NEGATIVOS

a
Positivos Analista 1

Positivos Analista 2

b
Positivos Analista 1

Negativo Analista 2

C

Negativos Analista 1
Positivos Analista 2

d

Negativos Analista 1

Negativo Analista 2

RESULTADOS POSITIVOS  RESULTADOS NEGATIVO

RESULTADOS POSITIVOS a Q
88 16
c d
RESULTADOS NEGATIVOS Z %
a+ d 88+ 94 182

“e+b+tc+d B8t+16+z+9a zoo 7

7.4 indice de Concordancia para la técnica de Bluestar Forensic Free entre

los dos analistas
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PC: indice de concordancia

RESULTADOS POSITIVOS  RESULTADOS NEGATIVO

RESULTADOS POSITIVOS A Q
920 28
c d
0 82
RESULTADOS NEGATIVOS
=+ 90+ 82 172

PC 0.86

Ta+b+e+d 90+28+0+82 200

7.5 indice de Kappa para Thevenon Roland-Piramidén y Bluestar Forensic

Free:

W a+c 89 +1 90
X b+d 22 + 88 110
Y a+b 89 + 22 111
Z c+d 1+ 88 89
T a+b+c+d 89+22+1+88 200

Concordancia al azar:

(Wax¥)+ (XxZ)
Lot

cencerdanicia al aray =

(90x111)+ (110 x89)  (9990) + (9790)
200 x 200 - 40000

eareardancta al araor =

111



19730

To000 Q4045

concordancia al azar -

Concordancia observada:
a+d

cencerdancia ehrervada =

= (.308

cancerdanclia ebrdrvada = d ;I. ¢ - 8¢ +80 - 173

200 200

indice Kappa

- Cancerdancia ebrervada — concerdancia al arar

& 1 = Concerdancla per arar

o 1.6G3 — 04945 0390 %

I—0A4c4s - Ogogg o SITIE

Interpretacion de los valores del indice de Concordanciay el indice de

Kappa®
Valor de Kappa Fuerza de la Concordancia
<0 Pobre
0-0.20 Leve

%2 RUIZ MORALES ALVARO. MORILLO ZARATE LUIS. Epidemiologia clinica, investigacion clinica aplicada. Editorial
medica internacional.2004. Capitulo 17, pagina 295.

112



0.21-0.40 Baja
0.41-0.60 Moderada
0.60-0.80 Buena
0.81-1.0 Casi perfecta

Tabla #22: Los datos estan informados en valores de probabilidad, siendo la mas baja de (0) cero y la mas alta (1) uno
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

En éste estudio realizamos la VALIDACION DE LOS METODOS BLUESTAR
FORENSIC FREE Y THEVENON ROLAND-PIRAMIDON COMO PRUEBAS
PRELIMINARES EN LA INVESTIGACION DE SANGRE DE INTERES
FORENSE, demostrando que las técnicas Bluestar Forensic Free y Thevenon
Roland-Piramidén son pruebas muy rapidas, de bajo costo, de facil aplicacion,
para su lectura no requiere de equipos sofisticados, son altamente sensibles y
presentan una especificidad mayor al 80%, lo que las hace muy Uutiles en la

marcha analitica para la investigacion de manchas de sangre de interés forense.

Confrontando los parametros de calidad analizados: Sensibilidad, Especificidad,
indice de Concordancia, indice de Kappa, Limite de Deteccion, Valor Predictivo
Positivo y Valor Predictivo Negativo, hallados en este estudio frente a los
encontrados en otras regionales del pais del Instituto Nacional de Medicina Legal y
Ciencias Forenses para la técnica Thevenon Roland-Piramidén, se puede
evidenciar que entre la ciudad de Pereira 2004 y Bogota 2009, los datos de
sensibilidad, especificidad, los valores predictivos positivos y negativos, fueron
totalmente concordantes entre si y ademas el limite de deteccion fue muy superior
a los encontrados en validaciones realizados en Cali (2004), Medellin (2004),
Bucaramanga (2004) y Bogota 2003. Esta se puede deber a la aplicacion de

disefios experimentales diferentes. (Ver tabla #23).

TABLA # 23. ATRIBUTOS COMPARATIVOS DE THEVENON-ROLAND-
PIRAMIDON CON OTRAS REGIONALES DEL PAIS INMLYCF

PARAMETROS PEREIRA CALI MEDELLIN B/MANGA BOGOTA BOGOTA
2004 2004 2004 2004 2003 2009
Merck Aldrich
Sensibilidad 0.9795 0.9795 1 1 0.9233 1 0.9777
Especificidad 0.8545 0.8545 1 0.9 0.6250 0.9 0.8545
indice de 1 1 1 1 0.91 1 0.91
concordancia
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indice kappa 1 1 1 1 0.80 1 0.7725
Limite de Sangre Sangre Sangre |Sangre liquidalSangre liquidajSangre liquidajSangre liquida]
deteccion liquida liquida liquida 1/2580 No aplica 1/5000 1/32000

1/32.000 1/32.000 1/1024
Sangre Sangre Sangre Sangre Sangre sangre sangre
mancha mancha mancha mancha mancha mancha mancha
1/32.000 1/32.000 1/1056 1/200 No aplica 1/100 1/32000
Valor 0.8571 0.8571 1 0.9 0.9 0.9 0.8461
predictivo
positivo
Valor 0.9791 0.9791 1 1 0.6818 1 0.9791
predictivo
negativo

Respecto a otros estudios similares al nuestro, no fue posible comparar estos
mismos parametros de andlisis, ya que estas investigaciones no reportan
resultados de valores predictivos, indice de concordancia, indice de Kappa, solo
indagan el limite de deteccién que para nosotros fue de 1/32.000 para la Técnica
de Thevenon Roland-Piramidon, muy superior a lo reportado por CASTELLO
PONCE ANA y VERDU PASCUAL FERNANDO A, estudio en el cual hallaron el
limite de deteccibn con las pruebas de O-Toluidina, Tetrametilbenzidina,
Fenolftaleina y Verde de Leucomalaquita. Encontraron que para la prueba de O-
Toluidina el limite de deteccién es de 1/2.000 en solucién, encontraron para la
prueba Tetrametilbenzidina 1/400.000, mientras que para el Verde de
Leucomalaquita fue de 1/200.000 y para la Fenolftaleina 1/2.000.

Para el Bluestar Forensic Free los parametros evaluados arrojaron resultados de
una Sensibilidad de 1.0, Especificidad de 0.74, Valor Predictivo Positivo de 0.76,
Valor Predictivo Negativo de 1.0, indice de Concordancia de 0.86 e indice de
Kappa 0.77, con un Limite de Deteccién igual a la Técnica de Thevenon Roland-
Piramidon 1/32.000 para manchas de sangre, realizando diluciones en base 2,
partiendo de una dilucion 1/1.000 hasta 1/256.000. En la publicacion sobre la
comparacion del Luminol y el Bluestar como pruebas presuntivas para detectar

manchas de sangre por Samantha Webb, los resultados arrojaron que el Luminol

5% CASTELLO PONCE ANA y VERDU PASCUAL FERNANDO A. Critical revision of presumptive tests for bloodstains.
Department of Legal Medicine. College of Medicina and Odontology univetsity. Valencia, Espafia. Forensic science
communications. Julio de 1999, volumen 1, No.2.
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presentaba mayor efectividad en temperaturas mas elevadas, en cambio el
Bluestar no demostré ningin cambio en su efectividad por la temperatura. No se
presento gran diferencia a la hora de comparar las manchas mas antiguas de las
recientes, siendo la efectividad de los reactivos buena. En este estudio se
concluyo que el Bluestar reacciono mejor que el Luminol en todos los sustratos.
No se detectaron manchas de sangre en las diluciones 1/100.000 y 1/1.000.000,
de manera que el limite de deteccion del Bluestar y el Luminol fue de 1/10.000,
siendo el Bluestar mas quimioluminiscente, por ser mas duradero y de mas

intensidad al momento de la reaccion.

Nuestro estudio también tiene similitud con algunos parametros de la validacion
realizada por los autores: MR. Villegas, et al. Ellos utilizaron las técnicas del
Luminol, Fenolftaleina y Piramidén, como indicadoras de la existencia de sangre,
sometiendo muestras conocidas a diferentes condiciones de temperatura, clase de
soporte, dilucién y tiempo de exposicion. Realizaron manchas de sangre humana
sobre soportes como algodon, tela de algoddn, seda, lino, jean y se expusieron a
temperaturas de -20°C, 4°C, 37°C y 60°C por periodos de tiempo de 24 horas, una
semana y un mes; en la Validacion de Thevenon Roland-Piramidon y Bluestar
Forensic Free se utilizaron estos y ademas muchas soportes, dentro de los
cuales se encontran, poliéster, algodén, lino, lycra, toalla, jeans, cuerina, cuero,
papel, vidrio, mechas de trapero, espuma, tabletas de baldosa, malla, trozo de
madera, tornillo, estos sustratos no interfirieron ni tampoco inhibieron la reaccion
de color o la emision de luz azul brillante, cuando se sometieron a diferentes
sustancias, permitiendo que realizaran su accién normalmente. Otros, se
trabajaron a temperaturas de 30°C y 60°C, pero con la diferencia que se utilizaron
periodos de tiempo mas cortos de aproximadamente dos horas. Se obtuvieron los
rangos de temperatura entre 20°C y 26.6°C, y de humedad entre 30% y 50% en
los cuales se montaron las dos técnicas, datos obtenidos del Servicio de
Metrologia del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses,
mediciones realizadas con un termohigronometro (Marca Luff, Modelo Opus II, N°

de serie C76:1911; C12:1591); el grado de concordancia entre los resultados de
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ensayos sucesivos de una misma caracteristica, obtenidos con el mismo método,
por los mismos analistas, con los mismos instrumentos de medida, en el mismo
laboratorio, comprobaron que tanto la técnica de Thevenon Roland Piramidén
como la técnica de Bluestar Forensic Free, fueron Repetibles y Reproducibles.
Con el fin de evaluar la interferencia de sustancias que puedan generar resultados
falsos positivos en la técnica de Piramidon, MR. Villegas, et al, hicieron
manchas sobre tela de algoddn de las siguientes frutas: Banano, Cereza, Ciruela,
Durazno, Fresa, Limén, Mandarina, Manzana, Mel6on, Mora, Naranja, Pera, Pifia y
Uva roja; Verduras: Cebolla, Rabano, Papa, Espinaca, Uva verde, Aguacate, Frijol
rojo, Repollo, Zanahoria, Coliflor, Maiz, Apio, Pepino Cohombro, Berenjena, Ajo,
Lechuga, Tomate, Remolacha y Pimentdn; Otras sustancias como: Vino tinto,
Salsa de tomate, Café, Gelatina, Bebida carbonatada y Oxido; fluidos biologicos
como saliva y orina. En nuestro muestreo, se utilizaron fluidos corporales como
sudor, orina, saliva, materia fecal y productos vegetales como extractos de frutas y
algunas plantas, tanto los fluidos como los vegetales poseen células ricas en
lisosomas. A pesar de que la literatura refiere que las enzimas Peroxidasas y
Catalasas pueden producir reaccion positiva para el Thevenon Roland-Piramidén y
para el Bluestar Forensic Free, en los resultados obtenidos se observo que es muy
baja la capacidad reactiva de estas enzimas, ya que con Bluestar Forensic Free,
se obtuvo emision de luz azul brillante con la muestra de rabano ademéas de las
muestras que tenian sangre y/o agentes oxido reductores, los rabanos son plantas
de la familia de las Cruciferas, tiene gran cantidad de vitamina C que constituye un
antioxidante y entre sus componentes se encuentran potasio, hidratos de carbono,
sodio, fésforo, calcio, magnesio, hierro, zinc®*. Con Thevenon Roland-Piramidén
se produjo reaccion de color, ademas de las muestras de sangre, con la
remolacha y la mora, sin embargo el color de estas dos ultimas se produjo desde
la adicion del primer o segundo reactivo, por tanto el resultado fue Inconcluyente,
mas que positivo, dado el color parecido al de la leucobase. Ademas la remolacha

es una planta de la familia de las Amarantaceas, son ricas en almidén, pero tienen

% BOTANICAL. Propiedad de los rabanos. http://www.botanical-online.com/rabanos.htm
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otros componentes como hierro, sodio, potasio e hidratos de carbono®, en cuanto
a la mora esta posee valor nutritivo y es fruta tdnica, laxante, refrescante y
depurativa, contiene sales minerales, de manera especial calcio, fésforo y hierro®.
De lo anterior, podemos concluir que las técnicas Bluestar Forensic Free y
Thevenon Roland-Piramidén tienen gran sensibilidad para detectar agentes oxido
reductores y muy baja o casi ninguna capacidad para detectar enzimas como
peroxidasas y catalasas. Con respecto a los resultados hallados en ambas
validaciones se puede concluir que el test de Thevenon Roland-Piramidon
demostr6 ser una excelente prueba presuntiva en diferentes soportes vy
condiciones. No se observaron resultados falsos positivos al analizar sustancias
con apariencia similar a la sangre para ellos, pero en nuestro caso tuvimos como

falsos positivos al rabano, la remolacha y la mora.

Sin embargo se debe tener en cuenta que existen ciertos tipos de telas que tienen
la capacidad de decolorarse cuando se emplean los diferentes reactivos de la
técnica Thevenon Roland-Piramidon, haciendo pensar cuando se finaliza el
procedimiento analitico, que si se trata de una mancha de sangre cuando no lo es.
Algunos productos que fueron utilizados en este estudio como la remolacha o la
mora, son similares al color de la sangre, estos también pueden soltar color
cuando se utilizan los reactivos, dando como resultados falsos positivos, por ello
es mejor utilizar una técnica como el Verde de Leucomalaquita cuya leucobase
es de color verde si se trata de una manchas de sangre. En la validacién de
GUTIERREZ, R. CARMONA A, no se presentaron resultados inconcluyentes

frente a los sustratos y productos empleados.

Cooper Quickendenand, demostr6 que también se puede producir
guimioluminiscencia con algunos productos de limpieza para el hogar, tales como
el cloro o los detergentes, sin embargo, las diferencias en la intensidad, espectro

de emision, y el tiempo de reaccidén entre los productos de limpieza y la sangre

% BOTANICAL. Propiedad de las remolachas. http://www.botanical-online.com/remolachas.htm
% PROPIEDADES DE LAS FRUTAS. La mora. http://propiedadesfrutas.jaimaalkauzar.es
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son diferentes; es mucho mayor la intensidad de luz cuando se trata de sangre®’.
Esta quimioluminiscencia puede ser la causa de los falsos positivos en ambas
técnicas con el detergente y el limpiavidrios, y solo para el Bluestar con el
hipoclorito, teniendo en cuenta que la emision luz fue relevante en el momento
de la reaccion, verificando que estas no son especificas para sangre, también
obtuvimos resultados falsos positivos con agentes oxido reductores como:
Isodine, sulfato de hierro, tiocianato de potasio, cloruro férrico, sulfato de
zinc, perborato de potasio, permanganato de potasio, amoniaco, soda
caustica soélida y acido acético. Los componentes de algunos de estos
elementos son: yodo povidona®, carbonatos, perboratos, polifosfatos, urea,
formol®, hierro, sodio, potasio, magnesio, cloro, entre otros. Estas reacciones se
presentaron por el cambio en el nimero de oxidacién de los elementos, incluyendo
una transferencia completa de electrones formando uniones i6nicas o covalentes,
efectuando una oxidacion como resultado de la perdida de electrones y una

reduccion como resultado de la ganancia de electrones.

En la investigacién de pruebas presuntivas para manchas de sangre®, los autores
Castell6 Ponce Anay Verdu Pascual Fernando, analizaron las interferencias de
los contaminantes con respecto a los falsos negativos, ellos realizaron estudios
con diferentes contaminantes como el limén y acido ascoérbico (ricos en vitamina
C), y encontraron inhibicion de la oxidacion por el peroxido de hidrégeno en
presencia de peroxidasas; a la vez ellos se cuestionan si estos resultados se
deben a la invisibilidad de las manchas de sangre, por haber estado en contacto
con productos de alta capacidad para producir reacciones de oxido reduccién
(detergentes y alimentos). En la validacion de Thevenon Roland-Piramidén se

empleo el limon como posible sustancia inhibidora de la reaccion sobre manchas

"COOPER QUICKENDENAND.French Defense Department Gendarmerie Nationale Criminal Research Institute
Biology Department. The effect of the BlueStar Blood reagent on DNA typing, 2001. http://www.bluestar-forensic.com

*® BOEHRINGER INGELHEIM S.A. Distribucién de medicamentos. Isodine. http://www.dromayor.com.co

% LABORATORIO DE QUIMICA. Detergente. http://labquimica.wordpress.com

© CASTELLO PONCE ANA y VERDU PASCUAL FERNANDO A. Critical revision of presumptive tests for bloodstains.
Department of Legal Medicine. College of Medicina and Odontology univetsity. Valencia, Espafia. Forensic science
communications. Julio de 1999, volumen 1, No.2.
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de sangre y arrojo resultados positivos, es decir no se evidencio interferencia con
la técnica, utilizando la misma cantidad de sustancia (1 ml), e inclusive muestras
sometidas a diferentes temperaturas y expuestas a luz ultra violeta, aun seguian

arrojando resultados positivos, sin interferir en la adecuada lectura de la muestra.

La soda caustica soélida en presencia de la mancha de sangre concentrada, fue
una de las muestras utilizadas en el estudio de las dos técnicas, esta inhibié la
reaccion de oxido reduccién, produciendo una reaccion falsa negativa para la
técnica de Thevenon Roland Piramiddén. La Soda Caustica es una base fuerte,
altamente reactiva que se calienta espontdneamente en contacto con la humedad,
es corrosiva, ataca metales como el zinc, aluminio, cobre, plomo, bronce, hierro,
razén por la cual posiblemente inhibi6 la reaccién del hierro presente en el grupo
Hem de la hemoglobina de la sangre®. Una posible explicacién es que estos
elementos compiten por el poder reductor del oxigeno en el reactivo y evita la
oxidacion, a la vez se puede reducir el reactivo después de que se ha oxidado por
el peroxido de hidrogeno, lo que impide la aparicion de caracteristicas de color

debido a la ruptura del reactivo y su rapida desaparicion.

En estudios experimentales realizados con el Luminol®

, se ha demostrado que
este es capaz de detectar sangre en muestras que han sido lavadas con agua de
chorro, permitiendo delimitar las zonas donde aun hay trazas de sangre que no
son visibles a simple vista; en nuestro estudio, el Bluestar Forensic Free demostro
que hasta la decima (10) lavada con agua de chorro se puede detectar la
presencia de sangre en la muestra analizada; los dos estudios lavaron las
muestras de la misma manera, a la vez las pruebas de controles realizadas a cada
uno de los soportes fueron negativas, de tal forma que se pudiera evaluar la
efectividad del reactivo. Se trabajo en sitios cerrados donde no interfiriera la luz
natural o artificial; y se determino que el uso del Luminol y el Bluestar son
convenientes en muestras que aparentemente no tienen sangre. Los autores

Castell6 Ponce, et al, analizaron la sensibilidad del Luminol para encontrar

®1 INDUSTRIA BRINSA. Soda caustica. http:/Avww.brinsa.com.co

62 NEGRE MUNOZ, M.C., CASTELLO PONCE, A., GIL PITARCH, P. ET AL. Bloodstains?: reliability of the presumptive
test.Cuadernos de medicina forense. 2003, No. 34. http://scielo.isciii.es/scielo.php.
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manchas de sangre que han sido lavadas para tratar de eliminar los vestigios de
esta, los resultados mostraron que se puede extraer y amplificar DNA en muestras
sometidas a 1, 2, y 3 lavadas, y que el Luminol es muy eficaz para detectar
indicios invisibles de manchas de sangre que han sido lavadas hasta 10 veces®.
Tanto el Thevenon Roland-Piramidén como el Bluestar Forensic Free utilizaron
sustratos o soportes que fueron sometidos a procesos de limpieza, lavado y
pintura, no presentaron ningun inconveniente para detectar manchas de sangre,

sin importar los mecanismos que se utilizaron para eliminar los rastros de ella.

Con respecto a si la técnica de Bluestar se debe implementar o se debe excluir del
esquema analitico para investigacion de manchas de sangre, como prueba
preliminar a la determinacion de sangre humana, los resultados que obtuvimos

fueron inconcluyentes. La razon es la siguiente:

Las muestras de sangre humana que fueron analizadas con Bluestar Forensic
Free que arrojaron resultados positivos de 3+ 0 mas, fueron sometidas a la prueba
para la deteccion de proteina humana mediante la técnica inmunocromatografica
RapidSignal Occult Blood Cassette Orgenics, con el fin de conocer si la sustancia
alcalina del Bluestar (perborato y/o peroxido de hidrogeno) habian alterado la
estructura proteinica de la hemoglobina humana, impidiendo su identificacion y/o
posible unién con el anticuerpo monoclonal, presente en la membrana del casete

de Orgenisc; arrojando resultados falsamente negativos para sangre humana.

Las muestras de sangre humana manchadas en 39 soportes diferentes, fueron
sometidas a Bluestar y luego analizadas con Orgenisc, para proteina humana, 8
resultaron falsamente negativas para sangre humana; equivalente al 20%. De lo
cual podriamos inferir, que el Bluestar si afectaria las muestras para andlisis
posteriores, como la determinacion del origen humano de una mancha. Esta

deduccién debiamos confirmarla, pues era de gran relevancia.

& Castell6 Ponce, M. Alvarez, M. Miguel. Revelado de manchas latentes: efectividad del luminol y evaluacion de su efecto
sobre el estudio del DNA. Cuadernos de Medicina Forense. Sevilla, abril 2002.
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Por ello, debimos probar el comportamiento de la técnica inmunocromatografica
RapidSignal Occult Blood Cassette Orgenics, tanto para sangre humana en

mancha como de sangre humana liquida, mediante el limite deteccién.

Se realizaron diluciones de sangre humana tanto en mancha como liquida, y el
limite de deteccion fue 1/1000 para sangre humana en mancha y 1/32000 para
sangre humana liquida, este resultado se confirmo por triplicado. Lo cual es
coherente con lo expresado en el inserto del kit, donde se sefiala que son pruebas

para uso clinico en la deteccion de sangre oculta en materia fecal.

Los posibles falsos negativos (20%) de las muestras de sangre humana en
mancha, no detectadas con Orgenisc se pueden deber a la sustancia alcalina del
Bluestar, al bajo limite deteccion de la marca Orgenisc para sangre humana en
mancha o a la matriz diferente (mancha seca) sobre la cual realizamos la técnica

en vez de la estipulada en el inserto (materia fecal fresca),

A partir de nuestro estudio se puede definir claramente los parametros del
desemperio de las técnicas Thevenon Roland-Piramidon y Bluestar Forensic Free,
en la siguiente tabla se presentan las principales diferencias encontradas para

ambas técnicas:

Tabla # 24. Principales diferencias entre las técnicas Thevenon Roland-

Piramidon y Bluestar Forensic Free

THEVENON ROLAND-PIRAMIDON BLUESTAR FORENSIC FREE

e Prueba coloreada e Prueba quimioluminiscente

e pH de reaccién &cida (4-5) e pH de reaccién alcalina (desde

11.4)

e Prueba de orientacion para e Prueba de ubicacion para
sangre manchas de sangre

e Una reaccion positiva se e Una reaccion positiva se
evidencia con la presencia de evidencia con la emisién de luz
color violeta azul brillante

e Se utiliza sobre manchas visibles e Se utliza sobre manchas no
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visibles, superficies que han sido
lavadas, limpiadas o pintadas

realiza en las
habituales del

La técnica se
condiciones
laboratorio.

La técnica se realiza en cuarto
0SCuro

Los reactivos son estable por
varios dias

El reactivo una vez mezclado
tiene una vida util hasta (8) ocho
horas

Necesita el acido acético para
estabilizar la reaccion

No necesita estabilizadores

La reaccién libera oxigeno para
gue este se una al sustrato y
produzca color

La reaccion libera nitrégeno, en
forma de luz azul brillante.

Se utiliza sobre cualquier
elemento donde se observen
manchas o se presuma que las
hay.

Esta técnica solo se puede
utilizar en escenas de campo
cerrado.

Entre las semejanzas de las dos técnicas, se encuentran:

e Las dos técnicas actuan frente a agentes oxido reductores y en menor

medida frente a enzimas como las catalasas y las peroxidasas.
e Las dos técnicas son presuntivas o de orientacion para manchas de sangre.
e Tanto la técnica de Thevenon Roland-Piramidén y Bluestar Forensic Free
son muy sensibles, pero poco especificas para detectar muestras con

sangre.

e Ellimite de deteccidn para ambas técnicas es de 1/32000.
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9. CONCLUSIONES

. La técnica del Bluestar Forensic Free y la técnica del Thevenon Roland-
Piramiddn tienen una sensibilidad mayor de 0.97, con respecto a la
especificidad es mejor la técnica del Thevenon Roland-Piramidén que llega
a 0.85 contra 0.74 del Bluestar Forensic Free.

. La concordancia para los dos analistas en la técnica Bluestar Forensic Free
fue de 0.86, y la concordancia para los dos analistas en la técnica de
Thevenon Roland-Piramidén fue de 0.91, siendo “casi perfecta”, el indice
de Kappa entre las dos técnicas fue “bueno”, segun la escala de la tabla
#22, lo que significa que hay una muy buena reproducibilidad y

repetibilidad.

. El limite de deteccién para manchas y muestras liquidas de sangre de las
técnicas de Bluestar Forensic Free y Thevenon Roland-Piramidon es de
1/32000.

. Los diferentes sustratos o soportes utilizados (poliéster, algodon, lino, lycra,
toalla, jeans, cuerina, cuero, papel, vidrio, mechas de trapero, espuma,
tabletas de baldosa, malla, trozo de madera, tornillo), en la validacion de
las técnicas de Thevenon Roland-Piramidon y Bluestar Forensic Free, no
interfirieron ni tampoco inhibieron la reaccién de color o la emisién de luz

azul brillante.

. En los rangos de temperatura, entre 20°C y 26.6°C, y de humedad, entre
30% y 50%, en los cuales se montaron las dos técnicas, se comprobo que

los métodos fueron Repetibles y Reproducibles.

. Las técnicas del Thevenon Roland-Piramidon y del Bluestar Forensic Free
tienen la capacidad de detectar manchas de sangre que han sido lavadas,
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limpiadas, pintadas o que han sido sometidas a diferentes temperaturas

superiores a 30°C y hasta 60°C por dos (2) horas.

7. Tanto la técnica coloreada (Thevenon Roland-Piramidén) y la técnica
quimioluminiscente (Bluestar Forensic Free), tienen la capacidad de
detectar agentes oxido reductores y/o la presencia de enzimas
peroxidasas o catalasas, dentro de los cuales se encuentra el hierro
presente en el grupo Hem de la hemoglobina, sin embargo, éstas no son
técnicas especificas para sangre, por lo tanto, también van a presentar
reaccion Positiva con otros agentes oxido reductores como: Isodine,
detergente, sulfato de hierro, tiocianato de potasio, cloruro férrico, sulfato de
zinc, perborato de potasio, permanganato de potasio, hipoclorito, amoniaco,

soda caustica solida y acido acético.

8. En el muestreo se utilizaron fluidos de origen humano como sudor, orina,
saliva, materia fecal y sustancias de origen biolégico vegetal como
extractos de frutas y algunas plantas, ambos grupos poseen células ricas
en lisosomas. A pesar de que la literatura refiere que las enzimas
Peroxidasas y Catalasas pueden producir reaccidn Positiva para el
Thevenon Roland-Piramidon y para el Bluestar Forensic Free, se puede
concluir que ambas técnicas tienen gran sensibilidad para detectar agentes
oxido reductores y muy baja o casi ninguna capacidad para detectar

enzimas como peroxidasas y catalasas.

9. La soda caustica solida en presencia de la mancha de sangre concentrada,
inhibié la reaccion de oxido reduccion, produciendo una reaccion falsa

negativa para la técnica de Thevenon Roland Piramidon.

10. La técnica del Bluestar Forensic Free y la técnica del Thevenon Roland-
Piramidén son pruebas rapidas, de bajo costo, de facil aplicacién, para su
lectura no requiere de equipos sofisticados, son altamente sensibles y
medianamente especificos, por lo tanto se podrian utilizar en la marcha
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analitica para la investigacion de manchas de sangre de interés forense,
siendo ambos altamente sensibles, con igual limite de deteccion (1/32000),
pero siendo la técnica del Thevenon Roland-Piramidén mas especifico, sin

presentar riesgo de alterar las muestras para analisis posteriores.

11.No se pudo concluir respecto a si posiblemente las muestras que tenian
sangre humana y a las cuales se les practico Bluestar Forensic Free, se
alteraron con la prueba inmunocromatografica (RapidSignal Occult Blood
Cassette Orgenics), 0 es que esta ultima técnica tiene muy bajo limite de

deteccion de sangre humana en manchas (1/1000).
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10. RECOMENDACIONES

Se deben utilizar reactivos que se encuentran lejanos a su fecha de
expiracion, para evitar falsos positivos o falsos negativos en las técnicas

utilizadas.

Por cada lote de andlisis se recomienda utilizar controles positivos y
negativos con el fin de verificar la calidad de la buena marcha analitica del
montaje; se debe montar controles positivos y negativos antes de montar

los casos forenses para comprobar la efectividad de ellos.

Se recomienda preparar la solucion de trabajo #1 (Piramidon)
frecuentemente, al igual que la solucién de trabajo #3 (Peroxido de
hidrogeno al 3%), ya que ofrecen mas rapido desarrollo de la reaccién, y el
color persiste hasta después de un (1) minuto, en algunos casos.

Se recomienda utilizar frascos color ambar para guardar los reactivos

preparados y preferiblemente almacenarlos en refrigeracion de 2 a 8°C.

La solucion trabajo #1 (Piramiddn), por ser un agente cromdgeno, es muy
inestable, y sensible a influencias ambientales como el aire, la luz, y la
temperatura excesiva; con el oxigeno del aire puede producir una oxidacion
igual que puede ocurrir con la luz. Para la solucion de trabajo #3 (Perhidrol)
la refrigeracion se hace con el fin de controlar la evaporacion e impedir la

alteracion de la concentracion.

La lectura con la técnica Thevenon Roland-Piramidén es estable solo
hasta (1) un minuto después de adicionar el dltimo reactivo. Después de
este tiempo el control negativo cambia de color y los controles positivos se
van decolorando lo cual podia falsear los resultados y la interpretacion de

los mismos.
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Se recomienda aplicar un estricto control sobre el material sometido a
lavado y que haya estado en contacto con algunas de las sustancias
quimicas que tiene la capacidad de oxidar los reactivos.

La reaccion se debe realizar sobre un trozo de algoddén nuevo y esteéril,

colocandolo sobre cada pozo de la placa de toque o de la lamina excavada.

Los resultados inconcluyentes, se pueden evitar utilizando la técnica de
Verde de Leucomalaquita, ya que con este reactivo para el analisis de estas

muestras, no se presentan resultados inconcluyentes.

Se debe medir estrictamente el tiempo para la formacion de color y para

la emision de luz azul brillante.

Para la técnica de Bluestar Forensic Free se requiere cuarto oscuro,
medidas de proteccién personal y que el reactivo una vez preparado se
utilice inmediatamente, ya que el reactivo es estable hasta por ocho (8)
horas; tiempos prolongados aumentan el pH y se empieza a degradar mas

facil y rapidamente el ADN.

Si se cuenta con una camara fotografica, se debe tener lista para tomar las
fotografias en el momento de a la aplicacion del Bluestar Forensic Free,
puesto que la reaccién se evidencia desde inmediatamente y hasta (2) dos

minutos aproximadamente.
Se debe reactivar la quimioluminiscencia de cada muestra de la zona a la

cual se desea aplicar el Bluestar Forensic Free, para ubicar los puntos o

manchas de color azul brillante en el momento de tomar las fotografias.
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e El Bluestar Forensic Free y Thevenon Roland Piramidon, son pruebas de
orientacion para detectar la presencia de sangre, esto significa que requiere
de otras técnicas para la determinacion de su especie.
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11. GLOSARIO

Aminofenazona: derivado pirazolonico, no esteroide, antiinflamatorio y
analgésico. Su nombre comercial es el PIRAMIDON, se retiré del mercado

pues de comprobo que era cancerigena en animales de experimentacion

Catalasas son enzimas peroxisomicas que, en contraste con las
peroxidasas, no requieren de un substrato reductor para su actividad. Se

encargan de descomponer el perdxido de hidrégeno en oxigeno y agua.

Enzimas: son proteinas que catalizan una gran cantidad de reacciones
biolégicas. Como cualquier catalizador, las enzimas aumentan la velocidad
de la reaccion que facilitan, pero no afectan la constante de equilibrio de
ésta. Su accion se produce por una disminucion en la energia da activacion
de las sustancias reaccionantes. Por su naturaleza proteinica, y a
diferencia de otros catalizadores inorganicos, las enzimas son sensibles a
condiciones extremas de pH, temperatura, etc., y catalizan las reacciones
biolégicas en condiciones suaves, semejantes a las que se encuentran en

las células, fluidos bioldgicos etc.

Hemoglobina: Es una heteroproteina de la sangre, de peso _molecular

68.000, de color rojo caracteristico, que transporta el oxigeno desde los
organos respiratorios hasta los tejidos. La forman cuatro cadenas
polipeptidicas (globina) a cada una de las cuales se une un grupo hemo,

cuyo atomo de hierro es capaz de unirse de forma reversible al oxigeno.

Peroxidasas: ferro enzima que cataliza la oxidacion de una serie de
sustancias aromaticas (fenoles, aminas aromaticas, acidos aromaticos) y

sus compuestos (nitritos). Se encuentran principalmente en la leche, la
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saliva y los leucocitos. Estan bien distribuidas en bacterias aerdbicas,

plantas y animales, pueden usar una amplia gama de substratos.

Especificidad: Es la capacidad de un método diagnostico para detectar
como positivas aquellas muestras que realmente poseen el analito en

estudio.

indice de concordancia (PC): Valor que permite establecer la incidencia
del azar en dos series de mediciones practicadas por personas diferentes

sobre eventos semejantes.

indice de Kappa: Es otra forma de medir la Reproducibilidad de las
mediciones realizadas por dos analistas diferentes sobre una misma
muestra en condiciones semejantes y se emplea cuando se desea corregir
la concordancia obtenida como consecuencia del azar, razon por la cual

puede ser mas aconsejable su empleo que el indice de Concordancia.

Leucobase: El leuco del prefijo significa blanco y refiere a la pérdida de
color en la solucién. Sin embargo, una leucobase apropiada es producida

por la reduccion, y su color es restaurado por la oxidacion.

Limite de Deteccion: Es la menor concentracion del analito en una
muestra que puede ser detectada bajo condiciones experimentales

establecidas.

Método: Es una adaptacién de una técnica para una medicidon especifica

con un fin determinado. Ej.: cuantificacion de plomo por absorcion atomica.

Precision (Repetibilidad y Reproducibilidad): Es la mutua concordancia
entre resultados individuales alrededor de un valor medio, que no es

necesariamente el valor verdadero. Es una medida del grado de
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reproducibilidad del método analitico bajo las condiciones normales de

operacion.

Pruebas de orientacién: Técnicas que revelan la posible naturaleza de la
mancha pero no nos la aseguran, es decir, sirven solo para descartar, pero

no para concluir.

Quimioluminiscencia: Se entiende el fendbmeno que en algunas
Reacciones quimicas la energia liberada no solo se emite en forma de calor

o de energia quimica sino en forma de luz.

Repetibilidad: Grado de concordancia entre los resultados de mediciones
0 ensayos sucesivos de una misma caracteristica, obtenidos con el mismo
m,todo, por el mismo observador, con los mismos instrumentos de medida o
ensayo, en el mismo laboratorio y a intervalos de tiempo suficientemente

cortos.

Reproducibilidad: Grado de concordancia entre los resultados aislados de
una medicion de una misma magnitud o del ensayo de una misma
caracteristica y obtenidos con el mismo m,¢todo pero en condiciones
diferentes; por ejemplo, con diferentes instrumentos de medida, por
diferentes observadores, en diferentes laboratorios, a intervalos de tiempo
suficientemente grandes comparados con la duracion de una medicion, en

diferentes condiciones de empleo de los instrumentos de medida, etc.
Sensibilidad: Es la capacidad de un método diagnostico para detectar

como negativas aquellas muestras que realmente no poseen el analito en

estudio.
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Técnica: Es la aplicacion de un principio cientifico del cual se ha
demostrado su utilidad para proveer informacion analitica. Ej.: absorcién

atomica.

Valor Predictivo Positivo (VPP): Es la probabilidad de que una muestra
presente el analito en estudio cuando la prueba analitica puede ser

positiva.

Valor Predictivo Negativo (VPN): Es la probabilidad de que una muestra
no presente el analito en estudio cuando la prueba analitica resulta ser

negativa.

Validacion Prospectiva: Se realiza cuando la verificacion del cumplimiento
de las condiciones establecidas para un proceso o método analitico, se
lleva a cabo antes de la comercializacion del producto. Este tipo de
validacion se aplica cuando se elabora un nuevo método analitico. Es tipico
de los laboratorios de investigacion y desarrollo, y se realiza de acuerdo
con un protocolo perfectamente planificado. Comprende el estudio de todos

los criterios necesarios para demostrar el buen funcionamiento del método.

137



