Validacion de técnicas para deteccion de
sangre, sangre humana y grupo sanguineo
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Validation of techniques for detection of blood, human
blood and sanguineous group ABO under different supports
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RESUMEN

Las manchas encontradas en la escena del crimen se
han constituido como elemento esencial en la resolucion
de investigaciones judiciales. Establecer su origen y grupo
sanguineo aporta informacion (til en el proceso de inclu-
sion o exclusion de sospechosos o victimas. En este estudio
se evaluaron pruebas presuntivas de Piramidon, Luminol y
Fenolftaleina con el fin de determinar su sensibilidad e
interferencia frente a diferentes condiciones de soporte,
temperatura, tiempo y ambiente. Ademas se evaluaron las
mismas condiciones para los test de Takayama, Inhibicion
de la aglutinacion y Absorcion-elucion que determinan el
origen de la sangre y tipifican su grupo sanguineo. Tanto
las pruebas presuntivas como las confirmatorias no se ven
afectadas en su mayoria al variar los soportes, la tempera-
tura o las condiciones ambientales bajo las cuales fueron
almacenadas. Respecto a la sensibilidad se encontré que
en las pruebas presuntivas es alta en contraposicion a las
confirmatorias que requieren de muestras que no hayan
sido sometidas a diluciones o lavados.
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ABSTRACT

Blood stains found at the scene of the crime have
become an essential element when solving judicial
investigations. To establish its origin and sanguineous group
contributes to useful information in the inclusion process or
exclusion of suspects or victims. In our study, we examined
the Pyramidone, Luminol, and Phenolphthalein
presumptive tests in order to establish their sensitivity (with
different degrees of interference) and in different support,
temperature, time, and storage conditions. The same was
carried out to evaluate the agglutination inhibition,
absorption-elution and Takayama tests, also used to
establish blood origin and type group. In general terms,
both the presumptive and the confirmatory tests were not
affected in the different supports, temperature, time, and
storage conditions we used. As far as sensitivity is
concerned, we found that the presumptive tests remained
high, while confirmatory tests required samples which had
not been subject to dilutions or washings.

Key words: Blood stains, Luminol, Phenolphtalein, Pyramidone,
Takayama, agglutination inhibition, absorption-elution.
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INTRODUCCION:

El hallazgo de sangre en manchas obtenidas en las escenas de las investigaciones
forenses juega un papel fundamental en la resolucién de los casos criminales. Ademas de la
identificacién de sangre proveniente de un ser humano se puede tipificar el grupo sanguineo
al que pertenece y posteriormente realizar andlisis de ADN [I]. Entre las técnicas mas utiliza-
das estan las de Luminol, Fenolftaleina y Piramidén, como indicadoras de la existencia de san-
gre, Takayama para confirmar su presencia, Inhibicién de la Aglutinacion para comprobar si la
sangre es humana y Absorcion-Elucidon para determinar el grupo ABO de la muestra [2].
Aungue son ampliamente utilizadas es importante establecer su sensibilidad y efectividad
cuando las muestras han sido sometidas a diferentes condiciones ambientales en diferentes
soportes en vista que la mayoria de casos en criminalistica presentan evidencias bioldgicas de
diversos origenes [3].

Con el fin de evaluar estas técnicas y determinar la capacidad de los procedimientos para
alcanzar un resultado confiable se sometieron muestras conocidas a diferentes condiciones de
temperatura, clase de soporte, dilucidon, ambiente y tiempo de exposicién.

MATERIAL Y METODO:

I. Muestras, soportes y condiciones. Se procedid a realizar manchas patrén con una
muestra conocida para evaluar la efectividad de los procedimientos frente a diferentes soportes,
temperaturas, tiempo, contaminantes y diluciones para analizar la sensibilidad de la técnica. Se
tomd muestra de sangre por puncién venosa en tubo con anticoagulante EDTA y posteriormente se
procedid a realizar manchas sobre Algoddn, Tela de Algoddn, Seda, Lino, Satin, Jean delgado vy Jean
grueso. Se expuso a una temperatura de -20°, 4°, 37°y 60° C por periodos de tiempo de 24 horas,
una semana y un mes.

2. Test de Piramidén, Fenolftaleina, Luminol.

Pretratamiento de las muestras. En tubos de ensayo de 16 x 100 mm marcados con el
ndmero de radicacién del laboratorio y nimero de muestra se colocd un fragmento de la mancha
de 0,5 x 0,5 cm y se agregd | ml de solucién salina al 0.85%, dejando por el tiempo que sea
necesario para separar la mancha del soporte.

Test de Piramidon. A 3 gotas de la muestra pretratada se le adicionaron 3 gotas de los
reactivos de Piramiddn, acido acético y perhidrol evidenciando la reaccién por un cambio de
color. (+) = coloracién violeta, (-) = sin cambio de color [2].

Test de Fenolftaleina y Luminol. Estas técnicas se realizaron con el método descrito por
Cox, M en 1991 [3] para Fenolftaleina y Castello, A et al. en 2002 [4] para Luminol.

Interferencia de sustancias similares a la sangre. Con el fin de evaluar la interferencia de
sustancias que puedan generar resultados falsos positivos en la técnica de Piramidén se hicieron
manchas sobre tela de algoddn de la siguientes Frutas: Banano, Cereza, Ciruela, Durazno, Fresa,
Limén, Mandarina, Manzana, Meldn, Mora, Naranja, Pera, Pifa y Uva roja; Verduras: Cebolla,
Rébano, Papa, Espinaca, Uva verde, Aguacate, Frijol rojo, Repollo, Zanahoria, Coliflor, Maiz, Apio,
Pepino Cocohombro, Berenjena, Ajo, Lechuga, Tomate, Remolacha y Pimentdn; Otras sustancias:
Vino tinto, Salsa de tomate, Café, Gelatina, Bebida carbonatada y Oxido; Fluidos bioldgicos como
saliva y orina.
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Manchas lavadas. Simultineamente se tomd una muestra de sangre por puncién venosa
en tubo con anticoagulante de citrato de sodio vy se realizaron cuatro manchas sobre tela de algo-
dén las cuales fueron sometidas a un lavado con agua Unicamente, con agua vy jabdn, agua vy blan-
queador y a la Ultima se le adiciono aceite de cocina.

Sensibilidad de las pruebas. Se tomaron muestras de sangre por puncién venosa en tubo
con anticoagulante EDTA, a cuatro personas con hemoclasificacion A, B, AB y O, a las que se les
hizo diluciones seriadas base |10, a partir de una dilucion 1/10, asf: 1/100, /500, 1/1.000, 1/5.000,
[/10.000. De estas se hicieron manchas sobre algodén para la prueba de Piramidén. Ya obtenidas
las diluciones de cada grupo sanguineo se hicieron manchas por triplicado sobre diferentes sopor-
tes como: Algoddn, Tela de algoddn y Papel Filtro. Para las pruebas de Piramiddn, Fenolftaleina y
Luminol. Para la prueba de deteccidn de sangre por quimioluminiscencia (Luminol) se adicionaron
otras diluciones ademés de las ya mencionadas: 1/100.000, 1/500.000, 1/1.000.000.

3. Test de Takayama.

Muestras, soportes y condiciones. Se tomd muestra de sangre por puncidn venosa en
tubo con anticoagulante EDTA y posteriormente se procedid a realizar manchas sobre Algoddn, Tela
de Algoddn, Seda, Lino, Satin, Jean delgado y Jean grueso. Se expuso a una temperatura de -20°,
4°,37°y 60° C por periodos de tiempo de 24 horas, una semana y un mes. A las manchas de 24
horas se sometieron a ambientes cerrados, abiertos y en un recipiente con tierra negra.

Sensibilidad de la prueba. Se tomaron muestras de sangre por puncidn venosa en tubo
con anticoagulante EDTA, a personas con hemoclasificacién de los cuatro grupos sanguineos del sis-
tema ABO (A, B, AB, O), a las que se les hizo diluciones seriadas a partir de 1/10, asf: 1/100, 1/500,
[/1.000, 1/5.000, 1/10.000.

Test de Takayama. Con una hoja de bisturi se hizo un raspado de la mancha con el fin de
obtener pequefias escamas, las cuales se colocaron entre ldmina y laminilla. Luego se agregd por
capilaridad una gota del reactivo de Takayama dejando en reposo de 10 a 20 minutos. Se observé
al microscopio con objetivo de 10Xy 40X incluyendo controles positivos y negativos.

4. Determinacion de sangre humana en manchas. Inhibicion de la aglutinacién.

Muestras, soportes y condiciones. Las mismas del método de Takayama.

Sensibilidad de la prueba. Igual que en el test de Piramidén.

Prueba de Inhibicion de la aglutinacion. Se tituld el suero de Coombs y se seleccionaron
las 2 diluciones que demostraron mejor lectura. La muestra pretratada (Ver test de Piramidén) se
puso en contacto con las diluciones escogidas v glébulos rojos sensibilizados al 2%. Se realizaron
controles con sangre humana, sangre animal y solucién salina al 0.85%.

5. Absorcion - Elucion.

Muestras, soportes y condiciones. Igual al test de Piramiddn.

Método de absorcion-elucion. Esta prueba se llevd acabo siguiendo el descrito por Nishi,
Ken 1985 [5].

RESULTADOS:
Los resultados se muestran en las tablas | a 9.
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CONDICION
SOPORTE -20°C |4 °C |37° C |60°C JAREA CERRADA |AREA ABIERTA |ENTERRADO
ALGODON + T & + + + +
% [TELADE ALGODON| = | + | = + + + X
& [SEDA + | + 1 + | + _ + -
= [LINO ~ |+ + | + - - X
4 [SATIN T 1 +1 = 1 = - —~ -
JEAN DELGADO = | = | + + + + o
TEAN GRUESO ¥ | + | + Y ¥ F ¥
_ [ALGODON ~ [ + | - B N.P. N.P. N.P.
7 [TELA GARZA + | +] + | + N.P. N.P. N.P.
; SEDA + + | + + N.P. N.P. N.P.
& [LINO -~ | + | + | + N.P. N.P. N.P.
< [SATIN ~ |+ | + = N.P. N.P. N.P.
Z [JEAN DELGADO * [+ [ + I N.P. N.P. N.P.
JEAN GRUESO ¥ | + | + | + N.P. N.P. N.P.
ALGODON + | + ] + | + N.P. N.P. N.P.
., [[ELA GARZA N + N.P. N.P. N.P.
& [SEDA + | + ] « | + N.P. N.P. N.P.
= [LINO ¥ I + N.P. N.P. N.P.
Z [SATIN + | + ] + | + NP, NP NP
JEAN DELGADO + | + | | + N.P. N.P. N.P.
JEAN GRUESO | + | &+ | + N.P. N.P. N.P.

Tabla 1. Resultado de la prueba de Piramidén. + = Test positivo, la mancha puede corresponder a sangre, - = Test
negativo, +* = El test fue positivo pero con reaccion retardada, N.P.= No Procesado. Area cerrada, abierta o enterra-
do se refiere a que la muestra fue dejada en esa condicién durante 24 horas antes de ser procesada.

PROCEDIMIENTO Piramidon | Luminol | Fenolftaleina
Mancha lavada con agua - + N.P.
Mancha lavada con agua v jabdn - + N.P.
Mancha lavada con agua y blanqueador - + N.P.
Mancha con aceite de cocina + N.P. N.P.

Tabla 2. Andlisis de muestras con los test de Piramidén, Luminol y Fenolftaleina sometidas a diferentes procedimien-
tos de limpieza. N.P = No se proces6.

Grupo A Crupo B Grupo AB Grupo O
DILUCION Azodon | Tel Algodon | Papel fim | Adgedon | 1ol Algodon | Papel Bl | Mgodon | 1ol Algedon | Fapel Wi | Alzodon | Vel Algodan | Papel fimo

1/100

£ [Us00

E [1/1000

= [1/s000
110000 - -

= [1/100

E 1/500

E [1/1000

£ [1/5000 - -

= [1/10000 - - - - -
1/100 N.P. NP N.P. N.P. N.P, NP N.P. N.P. N.P.
1/500 N.P. NP N.P. MN.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P.
1/1000 N.P. N.P. N.P. M.P. N.P NP, NP, NP, N.P.
1/5000 N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P.
1/10000 ¥ N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P.
1/ 100000 N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. N.P. NP
1/500000 M.P, N.P. N.P. N.P. NP NP N.P. N.P. N.P.
1/1000000 N.P. N.P. NP. | NP NP N.P N.P. N.P NP
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Tabla 3. Sensibilidad de los test de Piramidén, Fenolftaleina y Luminol en diferentes soportes. + = Test positivo,
- = Test negativo y N.P. = No se proceso.
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CONDICION
SOPORTE -20°C[4 °C[37° C[60°C[AREA CERRADA JAREA ABIERTA [ENTERRADO
ALGODON - + + + + - -
Z[TELADEALGODON[ + [ + ] + | + + + +
g SEDA + |+ [INC] - INC + +
= |LINO + + + + + a +
& [SATIN + + + + + + +
JEAN DELGADO + | =1 * | * = T 3
JEAN GRUESO + |+ + | =+ B B +
ALGODON + + + + N.P. N.P. N.P.
S[TELADEALGODON| + | =] + | = N.P. N.P. N.P.
; SEDA + |+ + | + N.P. N.P. N.P.
& [LINO + [+ + = N.P N.P N.P.
< [SATIN + [+ + 1+ NP N.P. N.P.
:;5 JEAN DELGADO B + | + = N.P. N.P. N.P.
JEAN GRUESO + | + | + - N.P. N.P. N.P.
ALGODON + |+ + 1 + N.P. N.P. N.P.
4 LELADEALGODON] + | + ] + | + N.P. N.P. N.P.
= |SEDA + - + - N.P. N.P. N.P.
= [LINO £ & = | = N.D. N.P. N.P.
Z [SATIN Tl &l & [ = N.D. NP NP
JEAN DELGADO + |+ [+ ] + N.P. N.P. N.P.
JEAN GRUESO |+ = | + N.P. N.P. N.P.

Tabla 4. Resultado del Test de Takayama. + = Test positivo, la mancha corresponde a sangre, - = Test negativo,
N.P.= No Procesado.

. MANCHAS DE GRUPO SANGUINEO CONOCIDO
DILUCION
A B AB o

1/100 Positivo Positivo Positivo Positivo
1/500 Negativo Positivo Negativo Negativo
1/1000 Negativo Negativo Negativo Negativo
1/5000 Negativo Negativo Negativo Negativo
1/10000 Negativo Negativo Negativo Negativo

Tabla 5. Tabla 5. Sensibilidad del test de Takayama en diferentes soportes. + = Test positivo, - = Test negativo y
N.P. = No se proceso.

Cuad Med Forense, I1(42), Octubre 2005 271



MR. Villegas et al.

CONDICION
SOPORTE -20°C |4 °C |37° € |60°C |AREA CERRADA |AREA ABIERTA |ENTERRADO
» [ALGODON
S[TECADE ALGODON| - | - | -~ | -~
S [SEDA +/+
E LINO
SATIN o s e 7 7 g
JEAN DELGADO
JEAN GRUESO -
ALGODON N.P. N.P. N.P.
= [TELA DE ALGODON| - | -~ | - | -~ N.P. N.P. N.P.
; SEDA N.P. N.P. N.P.
& [LINO N.P. N.P. N.P.
= [SATIN N.P. N.P. N.P.
Z [JEAN DELGADO N.P. N.P. N.P.
JEAN GRUESO N.P. N.P. N.P.
ALGODON A ERE N.P. N.P. N.P.
., [EELADEALGODON| - | - " - T -~ N.P. N.P. N.P.
& [SEDA N.P. N.P. N.P.
= [LINO N.P. N.P. N.P.
Z [SATIN N.P. N.P. NP.
JEAN DELGADO e o | ote | ek N.P. N.P. N.P.
JEAN GRUESO N.P. N.P. N.P.

Tabla 6. Resultado de la Inhibicién de la aglutinacién para determinar sangre humana en manchas. -/-: Indica que
corresponde a sangre humana. +/+ Indica que no corresponde a sangre humana.

A B AB (o]
DILUCION Algodin [ Tela de algodied  Papel s Algodin [ Tela de algodoed  Papeel filtro Algodim | Tela dle algodoal  Faped Aliro Algoiin | Teka e algodind  Paped filiro
1100 - /= -m /= afa afe -f= =
1/500 #/a o &= -/ o R f= e
11000 +i+ wn b ++ it it o +/e VR H
1/5000
110000

Tabla 7. Sensibilidad de la técnica de Inhibicion de la aglutinacion. -/-: Indica sangre humana, +/-: Dudoso, +/+: No
corresponde a sangre humana.

CONDICION
SOPORTLE S20°C 4 °C [37° C [60PC
w [ALGODON o ol ol o
ZAOADEALGODON] O [0 [ 0 | O
< [SEDA oJol olo
= [LING o ol oo
[SATIN 0O ol oo
JEAN DELGADOD INC [INC] aNe NG
JCAN GRULSO INC [INC] INC | INC
_ |ALGODON ool ol o
Z |ILLA DE ALGODON| O o] 8] 5]
; SEDA 0 ol 0] 0
; 1LING 0} () () 8]
« |[SATIN olololo
Z JEAN DELGADO INC [INC] INC [ INC
~ [IFANGRUESO INC [INC ] aNe NG
ALGODON O | o] o JING
@ HL:DF ALGODON :; :: :: :: Tabla 8. Absorcjén—elucién para determin_acic’)n
= mo I5) 9} 7} e} del grupo sanguineo ABO. La mancha utilizada
Z SATIN D lol ol o pertenecia en todos los casos al grupo O.
TEAN DELGADO INC | INC] INC | INC O = Concuerda con el resultado esperado,
JEAN GRUESO INC JINC] INC [ INC INC = Inconcluyente.
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A B AB 8]
DILUCION | Meotén [Teladealgodsn]  Fapel fiire | Algodin | Teln de akgodén]  Papel filtio | Algodon | Tela de algodon]  Papel filiro | Algodon | Tela de algodon]  Papel filtio
1/1 A A A B B B AB AB AB 8] 0 8]
1100 INC A INC B B INC AB INC AB 8] 8} INC
1/500 INC INC INC B INC INC AB INC AB INC 0 INC
11000 INC INC INC B INC INC INC INC AB INC 0 INC
15000 INC INC INC B INC INC INC INC AB INC 0 INC
110000 INC INC INC INC INC INC INC INC INC INC &) INC

Tabla 9. Sensibilidad de la técnica de Absorcién-elucién para determinacion del grupo sanguineo ABO.
A, B, AB u O = Concordancia con el resultado esperado segin cada grupo evaluado, INC = Inconcluyente.

DISCUSION:

El test de Piramiddn demostrd ser una excelente prueba presuntiva en diferentes soportes
y condiciones. Los resultados indican que hay que ser cuidadoso en su interpretacién cuando las
muestras han sido enterradas. No se observaron resultados falsos positivos al analizar sustancias con
apariencia similar a la sangre. Para manchas que han sido sometidas a lavado con agua o detergentes
el Luminol se muestra superior en su deteccion al Piramidén.

Cuando se compara la sensibilidad de los 3 test presuntivos se observa que el mas sensi-
ble es el Luminol (Hasta 1/500.000) seguido de Fenolftaleina (Hasta 1/5.000). Estos resultados son
similares a los descritos por Cox, M. en 1991 para Fenolftaleina.

El test de Takayama se ve afectado cuando la muestra ha sido expuesta a temperaturas altas
sin importar el tiempo de exposicidn. La inhibicién de la aglutinacién se vio alterada cuando las
muestras fueron enterradas y su soporte era Seda o Satin. La sensibilidad de las dos pruebas ante-
riores es muy baja, detectando presencia de sangre y sangre humana en muestras diluidas hasta
[/100. Se confirma que se requiere abundante cantidad de muestra para obtener un resultado
confiable.

La técnica de Absorcidn-elucién para determinar el grupo sanguineo se vio afectada princi-
palmente por el soporte de tela Jean delgada o gruesa. La temperatura de almacenamiento elevada
(60°C) solo alterd el algoddn luego de un mes de recogida la muestra. Katsuji, N. et al. reportd que
los antigenos son termoestables inclusive cuando han sido purificados. El tiempo de almacenamiento
no afectd los resultados confirmandose lo referido por el mismo articulo. La sensibilidad de esta
prueba se ve afectada cuando las muestras son diluidas en concordancia con otros reportes donde
se encuentran resultados discrepantes cuando se trabaja con muestras himedas [ | 2].

CONCLUSIONES:

Las pruebas presuntivas y confirmatorias son una herramienta Util en el estudio de manchas
de sangre en casos de investigacion judicial.

El Luminol se constituye como la prueba mas apropiada en el estudio de posibles manchas
de sangre sobre los test de Piramidén y Fenolftaleina.

Las pruebas confirmatorias no se ven afectadas por las condiciones de exposicidon de las
muestras o el soporte pero su sensibilidad es baja.
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