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Estudio descriptivo de los factores de
contaminacion en las tomas forenses de
muestras de ADN

Descriptive study of the causes of contamination in forensic sampling
of DNA

Resumen

La contaminacién de las muestras de ADN en el ambito judicial tiene una enorme trascendencia en todos los procesos,
especialmente en los penales. Con el objetivo de conocer los factores que condicionan esta contaminacion, asi como
el grado de la misma, hemos disefiado un trabajo experimental que incluye cuatro equipos diferentes, cada uno de los
cuales realiza de tres maneras diferentes la toma (correcta, incorrecta y muy incorrecta). Los resultados del estudio
muestran una minima contaminacién por manipulacién incorrecta, asi como por contaminacion residual en las insta-
laciones de trabajo. Se concluye que aunque los métodos habituales de toma de muestras son seguros, es conveniente
siempre asegurarse de que se cumplen los protocolos de toma de muestras y de limpieza de las instalaciones de trabajo.
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Abstract

The contamination of DNA samples in forensic context is very important in all kind of trials, specially in penal trials.
With the goal to know factors which produce this contamination and degree of its, we are designed an experimental
study with four forensic experts and three ways to make this samples collection (correct, incorrect and very incorrect).
Results of this study show a minimum contamination in handling and residual contamination too in workplaces. We
conclude that although the routine methodology in sample collection could be consider reliable; furthermore it's neces-
sary achieve protocols of samples collection and cleanliness of workplaces.
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Introduccion

El altisimo poder de identificacién e individualizacion
humana del ADN nuclear ha sido documentado en
multiples estudios, su aplicacion es rutinaria en las
areas de la criminalistica y la ciencia forense, y en
suma, se ha convertido en una prueba pericial de
caréacter crucial en el proceso penal®.

El aumento de la sensibilidad de las técnicas de
analisis ha permitido analizar no sélo tejidos y flui-
dos corporales humanos, sino también otro tipo de
restos bioldgicos, tales como las células epiteliales
depositadas en las evidencias forenses, incluso en
la piel humana?®. Los kits Multiplex de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) comercializados en
la actualidad son altamente sensibles incluso para
muestras muy escasas de ADN*® (las denominadas
LCN o Low Copy Number DNA traces).

La superficie de la piel humana contiene aproxima-
damente dos millones de células, con una tasa de
descamacion media de 700 células por segundo; este
proceso de “pérdida” de células supone la existencia
de trazas bioldgicas o depositos de células suscepti-
bles de contener ADN en condiciones éptimas para
su analisis y con valor identificativo.

La préactica diaria demuestra que los restos biolégicos
existentes sobre diferentes superficies pueden ser
detectados con valor identificativo incluso mucho
tiempo después de su depdsito. Si bien existe algln
estudio publicado sobre los tiempos limite de eficien-
cia de las trazas epiteliales por contacto, cifrandolos
en no mas de 2 meses’, la evidencia empirica de-
muestra que existen multiples factores que inciden
en el resultado positivo o no de los anélisis de restos
biolégicos antiguos, pudiendo obtenerse resultados
positivos con valor identificativo en restos epiteliales
con antigliedad incluso de afios.

Ese aumento de la sensibilidad en las técnicas de
analisis ha llevado a la reapertura de mdultiples ca-
sos no resueltos®, los denominados cold cases, en
los que se analizan con técnicas actuales muestras
recogidas hace afos, incluso décadas, y que en su
mayor parte fueron recogidas en contextos muy dife-
rentes a los actuales en cuanto a la metodologia de
trabajo, las condiciones de asepsia y prevencion, y
los conocimientos de los investigadores de la escena
del crimen sobre los tipos de vestigios bioldgicos que
pudieran estar presentes en las diferentes superficies
0 sustratos®12,

Esta recogida de restos biolégicos suele ser muy com-
pleja en la casuistica forense, debido a la ausencia
de control de factores ambientales, la diversidad

de superficies de depdsito de las células y las ma-
nipulaciones previas al propio delito que pudieran
haber dejado restos no relacionados con los hechos
a investigar.

El estudio y la valoracién de la posible contaminacion
son un punto crucial en el anélisis y la interpretacion
de las trazas bioldgicas recogidas en la escena de un
delito. Dicha contaminacion podria incluso encontrar-
se en cantidades mayores que el propio ADN objeto
de busqueda y estudio.

Abundando en el concepto cientifico del término
“contaminacién”, y desde una perspectiva tedrica,
habria que tener en cuenta que cualquier depésito
de ADN que no sea relevante para el crimen que
se esta investigando deberia ser considerado como
contaminacion. Esta contaminacién podria haber
sido depositada en un momento previo al crimen,
en el intervalo entre el crimen y el aseguramiento de
la escena, durante el procesado de la escena por el
equipo investigador, o en su analisis en el laboratorio.

En relacién a los depdsitos de ADN o contaminacién
previa al crimen, es preciso considerar que, bajo cir-
cunstancias normales, existe un background de DNA
en cualquier superficie de cualquier escenario'315,
Este ADN residual previo al crimen, junto con los
posibles depositos producidos entre el crimen vy el
aseguramiento de la escena, no pueden ser estricta-
mente controlados en la préactica real, por lo que se
hace imprescindible la aplicacion de métodos que
detecten y cuantifiquen este tipo de contaminacion,
al efecto de minimizar su impacto lo mas posible.
Estos métodos incluyen:

— La realizacion de estudios para conocer la ca-
suistica real de aparicién de estos depdsitos y su
persistencia en el tiempo, sobre todo tipo de su-
perficies y en diferentes condiciones ambientales.

— Desarrollar métodos de recogida de muestras
estrictamente dirigidos a las evidencias de interés
para la investigacion, minimizando la recogida
de otro ADN residual.

— Obtener muestras de ADN de referencia de todos
los individuos que pudieran estar en contacto de
forma usual con las superficies en estudio, para
poder realizar una discriminacién de sus perfiles
genéticos una vez obtenidos los resultados de
los anélisis.

— Obtener una bateria de muestras de la contami-
nacion residual o background de ADN existente
en la superficie de estudio, como apoyo a la
interpretacion de los resultados.

En cuanto a la posible contaminacién de la escena
del crimen por el personal encargado de la recogida

Cuad Med Forense 2015;21(3-4):135-151



Estudio descriptivo de los factores de contaminacién en las tomas forenses de muestras de ADN

de las muestras, puede ser controlada implemen-
tando procedimientos reglados para minimizar este
riesgo, considerando que la mayor parte de estas
contaminaciones se producen por la manipulacién de
objetos sin cambio de guantes entre ellos, provocando
transferencias de restos bioldgicos entre superficies de
evidencias, y por el mantenimiento de conversaciones
sin uso de mascarillas, lo que provoca un riesgo de
contaminacién muy alto®. Incluso se han descrito
contaminaciones durante la realizacién de autopsias,
debido a las transferencias primarias y secundarias
de ADN'7-18, Como minimo, las medidas estandar de
prevencion de la contaminacién en el procesado de la
escena de un delito por los profesionales encargados
de la recogida de evidencias son:

— Restriccion total de acceso de los investigadores
a la escena del delito, inicamente los imprescin-
dibles para la recogida de las evidencias.

— El uso de barreras para el contacto de los inves-
tigadores con las superficies en estudio, tales
como guantes, mascarillas, monos de trabajo
de plastico, calzas, etc.

— El cambio frecuente de guantes en los intervalos
de recogida de evidencias.

— Evitar, en la medida de lo posible, la manipula-
cion de los objetos susceptibles de ser deposi-
tarios de restos biolégicos de interés.

— El uso de material estéril, siendo preferible el
material tratado libre de DNA.

— Disponer de los perfiles genéticos de los inves-
tigadores que procesan la escena del crimen,
incluidos si es posible en los programas in-
formaticos de interpretacion de resultados, al
efecto de discriminar posibles contaminaciones
o transferencias de ADN.

En relacion a la posible contaminacién en el labo-
ratorio de anaélisis, puede tener lugar por contami-
nacion con ADN del personal del laboratorio, por
transferencia entre muestras en el laboratorio y por
contaminaciones en el material consumible utilizado.

Este tipo de contaminacién en el laboratorio suele
estar altamente controlada, mediante la implementa-
cion de mecanismos de asepsia y limpieza rutinarios,
y metodologias de trabajo estrictas que minimizan
los riesgos. Los estudios realizados sobre la materia
han detectado niveles apreciables y significativos de
contaminacién en las superficies de trabajo de los
laboratorios, en el material no desechable y en los
equipos de analisis. De igual forma, se han detectado
niveles apreciables de contaminacién genética ajena
a las muestras en estudio en el material consumible
utilizado en el laboratorio!®?2. Las metodologias de
trabajo que minimizan estos riesgos son:

— Uso de material fungible libre de ADN, no siendo
suficiente que dicho material sea estéril.

— Limpieza frecuente de todas las superficies de
trabajo del laboratorio.

— Deteccion de los niveles de contaminacion signi-
ficativos y los lugares de deposito méas frecuen-
tes, al efecto de comunicacién e informacién a
todo el equipo técnico de analistas, tanto para
focalizar méas intensamente las labores de limpie-
za y esterilizacion como para el trabajo diario de
los especialistas, que tendran especial cuidado
en dichos lugares considerados de riesgo.

— Separacion de las areas de trabajo de examen
preliminar, extraccion de ADN, amplificacion y
genotipado, siendo de crucial importancia que el
producto ya amplificado no se encuentre nunca
en contacto con el producto sin amplificar.

— Uso de material especifico y exclusivo del area de
producto amplificado, tal como batas, boligrafos,
marcadores, material diverso de oficina, etc.

— Introduccion de controles especificos de calidad,
examinando doblemente las mismas muestras,
en tiempos distintos, en lugares distintos y por
diferente personal. Los procedimientos de extrac-
cion, amplificacion y genotipado también deben
ser desarrollados doblemente en los controles
de calidad.

— Uso en cada analitica de controles negativos
y controles de contaminacién residual de las
superficies de trabajo.

— Discriminacién de los perfiles genéticos del
personal del laboratorio en el software de inter-
pretacion de perfiles genéticos.

Este conjunto de circunstancias obliga a los in-
vestigadores de los equipos forenses a realizar la
interpretacién de las trazas o vestigios bioldgicos,
y los perfiles genéticos derivados de su analisis,
desde la asuncion de la existencia de contaminacion
genética residual ajena al crimen. Una muestra tipo
mezcla de perfiles genéticos puede contener ADN
relacionado con el crimen, ADN del background de
la propia escena del crimen y ADN procedente de
contaminaciones posteriores a la escena del crimen,
siendo por ello extremadamente dificil detectar cudl
es el ADN relevante y discriminarlo durante la fase
de andlisis del resto.

Otro factor a tener en cuenta es la transferencia de
ADN primaria y secundaria entre evidencias y vesti-
gios. La transferencia primaria, a través del contacto
entre los individuos y los objetos o superficies que
son depositos de ADN, ha sido descrita en multiples
articulos cientificos?3, teniendo su origen tedrico en
la célebre teoria de la transferencia de vestigios de
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Edmond Locard?*. La transferencia secundaria o indi-
recta también ha sido objeto de estudios cientificos,
demostrandose en la practica forense que sustan-
ciales niveles de material genético se transfieren de
forma secundaria bajo determinadas condiciones?®>?7,
habiendo sido reportada incluso entre muestras
biolégicas adheridas a tejidos o ropas en soluciones
acuosas, al ser lavadas a mano o en méaquina®®.

En resumen, los equipos forenses encargados de la
recogida de evidencias en el escenario de un delito
deben de tener en cuenta, como factor de riesgo, la
contaminacion de las muestras por el propio personal
encargado de la recogida, manipulacién y embalaje,
asi como de su andlisis, y tienen que considerar igual-
mente la posible presencia de depdsitos residuales de
ADN sobre las superficies de trabajo y en el material
destinado a la manipulacién de las evidencias®®.

Esta presencia de restos sobre mdltiples superficies,
incluso siendo residual, puede provocar fenémenos
de contaminacién en varios momentos cruciales,
fundamentalmente la inspeccion ocular, la recogida
de las muestras y todas las manipulaciones que se
llevan a cabo en los laboratorios en las diferentes fa-
ses del analisis. Fenémenos tales como el carryover, o
transferencia de contaminacién residual a los asuntos
con los que se trabaja, pueden provocar graves errores
de interpretacién de los analisis, por lo que es preciso
detectar la existencia de restos biolégicos ajenos a
las muestras estudiadas, estudiar las superficies y
lugares de manipulacién mas habituales por el equi-
po técnico de recogida de muestras y por el equipo
técnico del laboratorio, asi como comunicar y difundir
los resultados de este control a todos los integrantes
de las unidades implicadas, para la implementacion
de medidas y mecanismos de prevencion, asepsia y
manipulacién adecuados®°.

Cualquier factor no controlado y que sea poten-
cialmente contaminante, como el uso de material
de recogida o de proteccion no estéril o de varios
usos, asi como una metodologia de trabajo que no
incluya la prevencién y la esterilizacién continua de
las herramientas de trabajo, pueden derivar en la
contaminacién de las evidencias y en la obtencién de
resultados analiticos con componentes alélicos que
no se correspondan exclusivamente con los depdsitos
celulares que se estan estudiando.

Objetivos y diseno experimental

En el presente estudio se pretende evaluar la me-
todologia de recogida, manipulacion y embalaje de
evidencias por parte de cuatro equipos de médicos

forenses del Instituto de Medicina Legal de Galicia, asi
como la posible presencia de contaminacion residual
en las superficies y el material de trabajo de dichas
unidades. Igualmente pretende evaluar la dificultad
o facilidad en la contaminacién y en la transferencia
de ADN entre muestras o entre donante y muestras.
Todos los vestigios biolégicos fueron analizados por
personal diferente a los equipos forenses, y sin man-
tener ningln tipo de contacto entre ellos.

Los equipos forenses, pertenecientes a cuatro pro-
vincias distintas de Galicia, estuvieron constituidos
de la siguiente forma:

— Equipo A (IMELGA, Lugo): tres varones y una
mujer.

— Equipo B (IMELGA, Santiago): dos varones.
— Equipo C (IMELGA, Orense): un varon.
— Equipo D (IMELGA, Pontevedra): un varén y

una mujer.

Como factor de control de contaminacion, no exis-
ti6 presencia fisica de ninguno de los forenses que
particip6 en el presente estudio en las instalaciones
del Laboratorio de Genética Forense que realizd las
analiticas e interpret6 los resultados, al menos en los
2 anos anteriores, lo que permite descartar el back-
ground de sus perfiles genéticos en las instalaciones
del laboratorio y los posibles carryover que produjesen
contaminaciones de las muestras. Dichas contamina-
ciones por los perfiles genéticos de referencia de los
forenses, en caso de existir, tendrian obligatoriamente
que proceder del manipulado de las muestras en la
fase de recogida.

Para ello, se plantearon tres metodologias de trabajo,
que fueron definidas como correcta, incorrecta y muy
incorrecta, por parte de cada equipo, incluyendo en
el modo correcto la forma de trabajar normal que
desarrollan durante su practica profesional, en el
modo incorrecto la ausencia de guantes y mascarillas
durante la manipulacion de los vestigios y el uso
de material sin esterilizar, y en el modo incorrecto,
ademas de lo anterior, se extrema la mala praxis
realizando estornudos sobre los vestigios y hablando
en su cercania.

En el estudio se utiliza una matrizamplia de muestras
(Tabla 1), incluyendo, entre otras, sangre, epiteliales
sobre colillas, epiteliales sobre guantes y esperma
sobre tejidos. Este conjunto de muestras es represen-
tativo de la practica profesional habitual, siendo los
vestigios mas comunes en su recogida. Las muestras
de sangre y esperma fueron sometidas a contacto
en condiciones de humedad para evaluar la posible
transferencia primaria por contacto entre vestigios.
Se recogieron también muestras indubitadas de los

Cuad Med Forense 2015;21(3-4):135-151



Estudio descriptivo de los factores de contaminacién en las tomas forenses de muestras de ADN

Tabla 1.
Naturaleza biolégica Soporte Manipulacién Matriz de muestras.
M1 Sangre varén donante 1 Torunda Sin manipulacién
M2 Epiteliales mujer donante 3 Colilla Fumada
M3 Epiteliales varon donante 2 Boligrafo Manoseado y chupado
M4 Epiteliales varon donante 1 Guante de latex Usado
M5 Epiteliales varon donante 1 Guante de latex Usado
M6 Sangre varén donante 1 Papel Por parte del forense se deposit6 sobre tejido textil
(camiseta) y se mantuvo en contacto durante 48 horas;
posteriormente se recogié el tejido textil para remision
al laboratorio
M7 Sangre varén donante 1 Papel Por parte del forense se deposité sobre tejido textil

M8 Esperma varén donante 1 Fragmento de tela

M9 Esperma varén donante 1 Fragmento de tela

(camiseta) y se mantuvo en contacto durante 48 horas
en condiciones de alta humedad, para favorecer la
posible transferencia primaria; posteriormente se
recogi6 el tejido textil para remision al laboratorio

Por parte del forense se deposité sobre tejido textil
(camiseta) y se mantuvo en contacto durante 48 horas;
posteriormente se recogi6 el tejido textil para remision
al laboratorio

Por parte del forense se deposit6 sobre tejido textil
(camiseta) y se mantuvo en contacto durante 48 horas
en condiciones de alta humedad, para favorecer la
posible transferencia primaria; posteriormente se
recogio el tejido textil para remisién al laboratorio

perfiles genéticos de los miembros de los equipos
forenses, a modo de referencia, y también controles
de contaminacion residual de las superficies de tra-
bajo de los forenses y de su material de oficina de
manipulacion rutinaria.

Los donantes de las muestras fueron dos varones y
una mujer, referidos en cada vestigio, que se deno-
minaron varén donante 1, varén donante 2 y mujer
donante 2.

Las muestras fueron remitidas a los equipos forenses
embaladas y sin conocimiento por parte de estos
de la tipologia, naturaleza y otras circunstancias
relacionadas.

En el laboratorio, sobre los vestigios se realizaron
pruebas preliminares de determinacién de origen y
especie, previas al proceso de extraccion de ADN.
En los casos en que fue positiva la determinacién
de esperma humano, se procedi6 a la separacion
de las fracciones haploide y diploide para su estudio
separado. Posteriormente se realizé la cuantificacion
de ADN vy el genotipado de las muestras, teniendo

como limite primario de deteccién la cantidad de
150 unidades de fluorescencia (rfu) en el software
de anélisis de perfiles.

Los resultados se presentan por cada equipo forense,
relacionando los tres métodos, los niveles de cuantifi-
cacion de ADN y los resultados obtenidos y esperados
si no existiese contaminacién sobre las muestras.

Material y métodos

— La toma de muestras y de evidencias se realizd
mediante torundas de algoddn estériles impreg-
nadas en agua Mili-Q autoclavada a 150 °C y
guantes estériles de un solo uso, y el personal de
recogida de las evidencias fue diferente al que
realizé la preparacién de las muestras, asi como
la recogida de las evidencias, y a su vez diferente
del que realizé la extraccion, la purificacion y el
analisis de DNA, con el objeto de detectar posi-
bles contaminaciones de la muestra, dado que
se tienen los datos de la persona que manipuld
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las evidencias e incluso su perfil genético. Se
practicaron pruebas preliminares para determi-
nar la naturaleza de los vestigios, en concreto:

- Sangre: la deteccién de hemoglobina humana
con el kit de inmunocitoquimica Hexagon Obti
test, siguiendo el protocolo del fabricante.

- Esperma: en la deteccién de esperma se
utilizaron dos técnicas, una consistente en un
estudio de fluorescencia de riboflavinas con
luz laser de 495 nandémetros de longitud de
onda mediante el instrumental Crimescope
Laser Forensic Light Source, y la otra mediante
la deteccion de la proteina p30 con el ensayo
de deteccién del antigeno prostatico del kit
PSA Rapid test, siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Extraccion y purificacion de ADN: la preparacion

de ADN para la extraccién se realizd6 mediante

maceracién a 37 °C durante 24 horas en buffer
de extraccion con EDTA, TRIDNA base y cloruro

sédico (NaCl) mas la adicién de proteinasa K.

Posteriormente se realiz6 una extraccion me-

diante separacién de fases con fenol/cloroformo/

alcohol isoamilico y un purificado con columnas
de purificacién Amicon Ultra 100 (membrana de

100 Angstrom de tamafio de poro), obteniendo

volUimenes finales entre 80y 150 microlitros. En

los casos de pruebas preliminares positivas para
esperma se practicd extraccion diferencial, cuyo
procedimiento consistié en, una vez realizada la
maceracién a 37 °C, centrifugacion del macerado
recogiendo el sobrenadante para la extraccion
mediante separacion de fases (fraccion diploide
o primera lisis), y posteriormente se realizd un
macerado de 24 horas a 37 °C con la adicion del
agente reductor dodecil sulfato sédico (SDS) al
mismo buffer de extraccion, para la rotura de los
puentes disulfuro de los espermatozoides. Una
vez realizado este macerado, se llevo a cabo la
extraccién de ADN mediante separacién de fases
(fraccién haploide o segunda lisis).

Analisis de datos de ADN: una vez cuantificado
el ADN mediante PCR en tiempo real y el kit
Human Quantifiler de Life Technologies-Applied
Biosystems, se realizo la amplificacién con el kit
Global Filer de Life Technologies-Applied Biosys-
tems en un sistema termociclador GeneAmp
9700 de la misma casa comercial. Los 28
ciclos de replicacion contenian 2 microlitros del
extracto original diluido para una concentracion
de 0,1 nanogramos/microlitro.

Posteriormente se realizé la electroforesis capilar
con un parametro de 5 segundos de inyeccion
mediante un analizador genético 3130 de Life
Technologies-Applied Biosystems, siguiendo las

recomendaciones y las pautas analiticas del
fabricante.

— Por tltimo, la lectura de los perfiles genéticos fue
realizada con el software de genotipado GeneMa-
pper, de Life Technologies-Applied Biosystems,
para luego ser revisada por el analista.

Los resultados se muestran en las Tablas 2 a 5, con
la expresion de los valores obtenidos en las pruebas
preliminares, los datos de cuantificacion de ADN y
el resultado del genotipado de la muestra, asi como
el resultado esperado en caso de no contaminacion.
Los donantes son codificados como varén donante
1, mujer donante 2 y varén donante 3. Los equipos
forenses aportaron al estudio sus indubitadas de
referencia, al efecto de cotejo y discriminacién de
posibles contaminaciones.

Resultados

Analisis electroforético de los resultados
no acordes a lo esperado

Equipo forense A

— Muestra de contaminacion residual en la mesa
de trabajo (Figura 1): pueden observarse picos
electroforéticos de escasa altura, que en algln
caso pueden superar las 150 rfu. Podrian
producir errores de lectura o de interpretacion
en caso de mezclas, y en el caso de los marca-
dores de amelogenina (X,Y) llevarian a errores
de interpretacién, dadas las alturas de los
picos alélicos observados (X: 508 rfu; ¥: 216
rfu). Es de significar que el perfil observado es
coincidente en casi todos los marcadores con el
perfil del forense varén A, por lo que existe una
clara contaminacién residual por transferencia
primaria por parte de dicho donante, que forma
parte del equipo técnico forense A.

— Muestra M8 método correcto (Figura 2) (esperma
sobre tela en contacto primario con otro tejido
textil): pueden observarse picos electroforéticos
de muy escasa altura, que dificilmente podrian
alterar una lectura de perfiles en condiciones
normales, pero que es preciso remarcar puesto
que los picos observados se corresponden con el
donante varén 1 (donante de esperma), lo que
indica que se ha producido una transferencia
primaria del perfil genético del donante tras las
48 horas de contacto en ausencia de humedad.

— Muestra M1 método muy incorrecto (Figura 3)
(torunda con sangre del donante 1): pueden
observarse picos electroforéticos de muy escasa
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Muestras de referencia y de control de contaminacion residual

Muestra

Control de contaminacion residual.
Frotis de la superficie de la meseta

Muestras

de trabajo

Pruebas preliminares

Cantidad ADN

(ng/ul)

Resultado obtenido

Residual varén A

(forense A)

Método correcto

Cantidad ADN

(ng/ul)

Resultado obtenido

Resultado esperado
en ausencia de
contaminacion

Negativo

Resultado esperado en au-

sencia de contaminacion y
transferencia por contacto

Método muy incorrecto

M1 Laser — Obti-test + 1,1563 Varén donante 1 Varén donante 1
M2 1,9441 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 0,8695 Varén donante 3 Varén donante 3
M4 0,175885 Varén donante 1 Varén donante 1
M5 1,32013 Varén donante 1 Varén donante 1
M6 Laser — PSA — No ED 0,000 Negativo Negativo
M7 Laser — PSA — Obti-test + 0,001194 Negativo Negativo
M8 Laser — PSA — No ED 0,0002352 Varén residual Negativo
M9 Léaser + PSA — No ED 0,000 Negativo Negativo
Método incorrecto
M1 Obti-test + 0,7215 Varén donante 1 Varén donante 1
M2 0,9453 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 0,2916 Varén donante 3 Varon donante 3
M4 0,114567 Varén donante 1 Varén donante 1
M5 0,01832 Varén donante 1 Varén donante 1
M6 (o corl;flsueyre:t/(;)PSA i 0,006392 Negativo Negativo
M7 Laser +teF§ﬁ-+ Obti- g: ::2:3 8:8 Negativo Negativo
M8 Laser — PSA + ED E; :::3 8;8 Negativo Negativo
M9 Laser + PSA + ED g: ::2:3 8;8 Negativo Negativo

M1 Obti-test + 0,11997 Mezcla Varén donante 1
M2 0,8547 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 0,1769 Varén donante 3 Varén donante 3
M4 0,039815 Varén residual Varén donante 1
M5 0,086644 Varén donante 1 Varén donante 1
M6 Laser — PSA — 0,002338 Varon residual Negativo
M7 Laser + PSA — 0,000 Negativo Negativo
M8 Laser — PSA — 0,000 Negativo Negativo
M9 Laser +PSA — 0,000 Negativo Negativo

Tabla 2.
Resultados del equipo
forense A.
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Figura 1.

Equipo forense A.
Contaminacion residual
en mesa de trabajo.

Figura 2.
Equipo forense A. Muestra
M8. Método correcto.

Figura 3.
Equipo forense A. Muestra
M1. Método muy incorrecto.

Figura 4.
Equipo forense A. Muestra
Me6. Método muy incorrecto.
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Muestras de referencia y de control de contaminacion residual Tabla 3.
Resultados del equipo

Resultado esperado forense B.

en ausencia de
contaminacion

Cantidad ADN

(ng/ul) Resultado obtenido

Muestra

Control de contaminacion residual.

Frotis de la superficie de la meseta 0,000 Negativo Negativo
de trabajo

Método correcto

Resultado esperado en au-

IENE Pruebas preliminares Can'zi:ga/zlg-\DN Resultado obtenido sencia de contaminacién y
transferencia por contacto
M1 Obti-test + 2,6876 Varén donante 1 Varén donante 1
M2 0,94828 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 0,343661 Varén donante 3 Varén donante 3
M4 0,010467 Varén donante 1 Varén donante 1
M5 0,045983 Varén donante 1 Varén donante 1
M6 Laser — PSA - 0,000 Negativo Negativo
M7 Laser — PSA — Obti-test + 0,001226 Negativo Negativo
M8 Laser — PSA — 0,002114 Negativo Negativo
M9 Laser — PSA + ED Eé: ::::3 8;888 Negativo Negativo
Método incorrecto
M1 Obti-test + 1,090058 Varén donante 1 Varén donante 1
M2 0,79462 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 1,925564 Varén donante 3 Varén donante 3
M4 0,143041 V (posible mezcla) Varén donante 1
M5 0,022446 V residual Varén donante 1
M6 Laser — PSA + ED g: ::2:3 8:888 Negativo Negativo
M7 Laser /- (difuso) PSA = 0,000 Negativo Negativo
Obti-test +
M8 Laser — PSA — 0,000 Negativo Negativo
(12 lisis) 0,000
M9 Laser + PSA + ED (22 lisis) Negativo Negativo
0,004234
M1 Obti-test + 0,675512 Varén donante 1 Varén donante 1
M2 1,10801 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 0,594559 Varén donante 3 Varén donante 3
M4 0,042522 Varén donante 1 Varén donante 1
M5 0,064501 Varén donante 1 Varén donante 1
M6 Laser — PSA — 0,001094 Negativo Negativo
M7 Laser — PSA — Obti-test + 0,007975 Negativo Negativo
M8 Laser — PSA — 0,012946 V residual Negativo
M9 Laser +PSA — 0,003828 Negativo Negativo
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Tabla 4.
Resultados del equipo
forense C.

Muestras de referencia y de control de contaminacion residual

Resultado esperado
en ausencia de
contaminacion

Cantidad ADN

(ng/ul) Resultado obtenido

Muestra

Control de contaminacién residual.

Boligrafo de uso comun en sala de exa- 0,6314 Varén Negativo
men de muestras
Control de contaminacién residual. Frotis 0,000 Negativo Negativo

de la superficie de la meseta de trabajo

Método correcto

Resultado esperado en au-
sencia de contaminacion y
transferencia por contacto

Cantidad ADN

(ng/ul) Resultado obtenido

Muestras

Pruebas preliminares

M1 Adler + Obti-test + 0,0784 Varon donante 1 Varén donante 1
M2 Adler — 0,1062 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 0,0013 V residual Varén donante 3
M4 0,000 Negativo Varén donante 1
M5 0,0063 V/M Residual Varén donante 1
M6 Laser — PSA — 0,000 Negativo Negativo
M7 Lésergbﬁf_f\es‘t Adler + 0,0023 Negativo Negativo
M8 Laser — PSA — 0,0125 Negativo Negativo
(12 lisis) 0,000
M9 Laser + PSA + ED (22 lisis) Negativo Negativo
0,008506
M1 0,019 V/M residual Varén donante 1
M2 0,0779 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 0,0147 Varén donante 3 Varén donante 3
M4 0,000 Negativo Varén donante 1
M5 0,000 Negativo Varén donante 1
M6 Laser — 0,0033 V/M residual Negativo
M7 A dltfsfro_tftis—/t-\e;t + 0,000 Negativo Negativo
M8 Laser — 0,000 Negativo Negativo
M9 A(Ij_liie—r SbE-Stésg— 0,0183 Varén donante 1 Negativo
Método muy incorrecto
M1 0,0168 Varén donante 1 Varén donante 1
M2 0,0385 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 0,0175 Varon donante 3 Varén donante 3
M4 0,0068 Negativo Varén donante 1
M5 0,000 Negativo Varén donante 1
M6 Laser G ESA — Adler - 0,000 Negativo Negativo
M7 A dll_frsir SbE-StAes; + 0,000 Negativo Negativo
M8 Laser +/- PSA - 0,0022 Negativo Negativo
M9 Laser + PSA - 0,0048 Negativo Negativo
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Muestras de referencia y de control de contaminacion residual

Muestra

Control de contaminacion residual.

Cantidad ADN
(ng/ul)

Resultado obtenido

Resultado esperado
en ausencia de
contaminacion

Boligrafo de uso comun en sala de 0,03191 V/M residual Negativo
examen de muestras

Control de contaminacién residual.

Frotis de la superficie de la meseta 0,003892 Negativo Negativo

Muestras

de trabajo

Pruebas preliminares

Método correcto

Cantidad ADN
(ng/ul)

Resultado obtenido

Resultado esperado en au-
sencia de contaminacion y
transferencia por contacto

Método incorrecto

M1 Adler + Obti-test + 0,8183 Varén donante 1 Varén donante 1
M2 2,12733 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 2,2773 Varon donante 3 Varon donante 3
M4 0,0774 Varén donante 1 Varén donante 1
M5 0,1907 Varén donante 1 Varén donante 1
M6 Laser — 0,000 Negativo Negativo
M7 Laser — 0,002 Negativo Negativo
M8 Laser — 0,0033 Negativo Negativo
M9 Laser — 0,000 Negativo Negativo

Método muy incorrecto

M1 Adler + Obti-test + 1,678366 Varén donante 1 Varén donante 1
M2 0,96982 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 1,54426 Varén donante 3 Varén donante 3
M4 0,00971 Negativo Varén donante 1
M5 0,20355 Varén donante 1 Varén donante 1
M6 Laser — 0,000 Negativo Negativo
M7 Laser — 0,003655 Negativo Negativo
M8 Laser — 0,000 Negativo Negativo
M9 Laser — 0,000 Negativo Negativo

M1 Adler + Obti-test + 2,29787 Varén donante 1 Varén donante 1
M2 1,032995 Mujer donante 2 Mujer donante 2
M3 0,6984 Varén donante 3 Varén donante 3
M4 0,01564 Varén donante 1 Varén donante 1
M5 0,278535 Varén donante 1 Varén donante 1
M6 Laser — PSA — 0,003488 Negativo Negativo
M7 Laser — PSA — 0,000 Negativo Negativo
M8 Laser +/- (dudoso) PSA + 0,005857 V/M residual Negativo
M9 Laser — PSA — 0,006343 Negativo Negativo

Tabla 5.
Resultados del equipo
forense D.
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altura, que son coincidentes con el perfil genético
del forense varén A (alelos 12 y 13 en el marca-
dor D81179 y pico 30 en marcador D21S11).
En este caso, con un método particularmente
proclive a la contaminacién primaria por mani-
pulacién, se observa y detecta dicha contamina-
cién, pero en ninglin caso puede llegar a producir
una interpretacion errénea sobre una muestra de
esta tipologia. Sangre de un solo donante ofrece
un perfil genético Gnico con una alta cantidad de
ADN, por lo que cualquier tipo de contaminacion
residual por transferencia primaria de tipo mani-
pulacién no ofreceria ninguna duda en la labor
de interpretacion del perfil genético.

Muestra M6 método muy incorrecto (Figura 4)
(sangre de varon donante 1 en contacto con te-
jido textil durante 48 horas): pueden observarse
picos electroforéticos de muy escasa altura, que
con niveles de 150 rfu como umbral de deteccién
no alterarian la interpretacion de la muestra. En
este caso, es una muestra cuyo resultado espera-
do seria negativo, y entonces tiene importancia la
deteccién de picos alélicos que son coincidentes
con el vardn donante 1 (perfil de la sangre), por
lo que si ha existido una transferencia primaria
por contacto de ADN.

Equipo forense B

— Muestra M4 método incorrecto (Figura 5) (epi-

teliales de varén donante 1 sobre guante de
latex): tan sélo pueden apreciarse en algunos
marcadores (D2S441 y D12391) picos alélicos
que no se corresponden con el perfil del varén
donante 1. Alguno de dichos picos electroforé-
ticos supera las 150 rfu, es decir, se encuentra
por encima del limite de deteccién, por lo que
un método incorrecto sin medidas de precaucion
permite observar componentes alélicos ajenos a
la muestra en estudio, si bien en ningln caso
dificultan la interpretacion del perfil mayoritario
en el caso presentado.

Muestra M8 método muy incorrecto (Figura 6)
(esperma sobre tela en contacto con tejido textil
durante 48 horas): los picos electroforéticos ob-
servados se corresponden con el perfil genético
del varén donante 1 y que serian esperables en
caso de existir una transferencia primaria por
contacto. La intensidad de los picos medida en
rfu es muy baja y se encuentra muy por debajo de
los limites de validez aceptables. En el presente
caso, no existe ninguna mezcla sobre la que pu-
diesen suponer un problema en la interpretacion,
pero no puede descartarse que dicha transferen-

cia primaria no pueda provocar una dificultad en
la interpretacion de perfiles mezcla, en los cuales
los picos electroforéticos ajenos a los perfiles que
deberian hallarse podrian ser considerados como
componentes alélicos presentes en los vestigios.

Equipo forense C

Muestra de contaminacion residual (boligrafo
usado en la mesa de trabajo) (Figura 7): se ob-
serva un claro perfil genético que se corresponde
con el perfil genético del forense varén C, lo que
implica un claro foco de contaminacién tipo
background en el material usado en la mesa de
trabajo y manipulacion de las muestras forenses.

Muestra M6 método incorrecto (Figura 8): si
bien se observa una minima contaminacién
residual en algunos marcadores, esta se debe a
la transferencia por contacto entre los vestigios,
puesto que se corresponden los picos alélicos
observados con el perfil genético del donante
varon 1. No se aprecia ninglin componente
alélico procedente de otro donante, aun siendo
el método incorrecto.

Muestra M9 método incorrecto (Figura 9): en
esta muestra se pretende estudiar la posible
transferencia por contacto del esperma del
donante varén 1 a otro tejido textil en condicio-
nes de alta humedad durante 48 horas. Puede
apreciarse claramente la transferencia, siendo
el perfil observado coincidente con el perfil del
donante varon 1.

Equipo forense D

Muestra de contaminacion residual (Figura 10)
(boligrafo utilizado en el area de manipulacién
de las muestras): puede apreciarse la existencia
de picos electroforéticos de escasa altura, pero
que pudieran provocar dificultades en la inter-
pretacién de perfiles complejos de muestras
LCN o perfiles mezcla. Los picos alélicos ob-
servados son coincidentes con el perfil genético
de la forense mujer D. Esto supone un foco de
contaminacién en el area de manipulacion de
las muestras.

Muestra M8 método muy incorrecto (Figura
11) (esperma sobre tejido de tela en contacto
con otro tejido textil durante 48 horas): si bien
existe una transferencia por contacto primario,
los picos alélicos son de muy escasa calidad y
no producirian errores en la interpretacion de
perfiles genéticos Unicos. En caso de mezclas o
de perfiles LCN si podria darse alguna dificultad
de interpretacion.
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Figura 5.

Equipo forense B.
Muestra M4. Método
incorrecto.

Figura 6.
Equipo forense B. Muestra
MS8. Método muy incorrecto.

Figura 7.

Equipo forense C.
Contaminacién residual.
Boligrafo.

Figura 8.
Equipo forense C. Muestra
M6. Método incorrecto.
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Figura 9.
Equipo forense C. Muestra
M9. Método incorrecto.

Figura 10.

Equipo forense D.
Contaminacion residual.
Boligrafo.

Figura 11.
Equipo forense D. Muestra
M8. Método muy incorrecto.
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Discusion y conclusiones

En los ultimos afios son multiples los estudios
cientificos realizados acerca de los depoésitos de
ADN sobre diferentes superficies que pudiesen
encontrarse previamente a la comisién de un delito,

asi como los depésitos transferidos por contamina-
ciones primarias y secundarias del propio personal
gue procesa la escena del crimen y de los analistas
de los laboratorios de genética forense. En todos
ellos se ha comprobado empiricamente de mane-
ra reiterada que cantidades importantes de ADN
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ajenas al hecho delictivo pueden encontrarse en la
escena del delito y en los vestigios recogidos, lo que
implica, por un lado, la adopcién de metodologias
de trabajo estrictas que prevengan o minimicen en
lo posible la recogida de este componente genético,
y por otro, el conocimiento por parte de los inves-
tigadores forenses de los puntos de contaminacion
maés frecuentes.

En el area del andlisis en los laboratorios, un entrena-
miento adecuado puede permitir realizar interpreta-
ciones correctas en casos de muestras complejas por
su escaso nivel de ADN, o bien en caso de mezclas
de perfiles genéticos.

El presente estudio tenia por objeto comprobar si la
metodologia de trabajo en la recogida y la manipu-
lacién de las muestras de cuatro equipos forenses
podia generar algln tipo de contaminacion en un
conjunto de muestras cuya principal caracteristica
era la procedencia de un solo donante y la alta
cantidad de depdsito de ADN que en ellas habia.
Ademas de la metodologia considerada correcta a
juicio de cada equipo forense, se implementaron
otras dos incorrectas con las que se pretendia forzar
la aparicion de contaminaciones por transferencia
directa o indirecta, y de esa forma conocer el grado
de facilidad con que podria ocurrir un fenémeno de
este tipo sin que fuese detectado.

Por otra parte, se pretendia comprobar la existencia
de background residual de ADN en las salas de tra-
bajo de los equipos forenses y en el material utilizado
durante las labores de manipulacién y etiquetado
de las muestras, y los rangos de cantidad de ADN
en los que se encontraba dicha contaminacion, asi
como su posible interferencia en la interpretacion de
los perfiles genéticos.

En lo referente al contacto entre prendas en condi-
ciones de alta humedad y la posible transferencia de
fluidos, concretamente espermay sangre, los datos de
las pruebas preliminares fueron positivos, indicando
la presencia de sangre y esperma, en concreto de
hemoglobina y proteina p30, por lo que en las 48
horas de contacto en alta humedad sf ocurrieron fené-
menos de transferencia por contacto primario. Estos
depositos aportaron resultados de cuantificacion y de
amplificacion de ADN negativos, que en algin caso
pudieron transferir muy escasa cantidad de ADN,
que nunca interferiria la interpretacion clara del perfil
del donante. Asi pues, la transferencia de fluido en
condiciones de alta humedad es factible, si bien no
puede afirmarse que suponga una contaminacién
segura del tejido de depodsito y mucho menos en
condiciones de lograr una identificacion genética o
una dificultad en la interpretacion de los resultados.

El estudio de los electroferogramas permite detectar
picos alélicos con alturas superiores a 150 rfu, lo
que implica que en caso de muestras complejas con
escasa cantidad de ADN, tanto de perfiles individua-
les como de mezclas, podrian alterar gravemente el
resultado observado y conducir a errores en la inter-
pretacién de los perfiles. Este punto resulta de crucial
importancia para los analistas de los laboratorios de
genética forense cuando trabajan con muestras en
condiciones LCN, puesto que deben realizar inter-
pretaciones de los resultados desde una perspectiva
estrictamente conservadora y siempre en el contexto
de la posible contaminacion de las muestras. La
interpretacién de este tipo de muestras LCN y su
presentacion ante los tribunales de justicia es quizas
uno de los puntos mas controvertidos de los sistemas
forenses de analisis de ADN en la actualidad, lo que
exige una alta capacitacion técnica por parte de los
expertos analistas.

En lo referente a la mala praxis en el manipulado de
las muestras y la posible contaminacién por el perso-
nal de los equipos forenses, no puede apreciarse una
contaminacién genética del personal que manipula
las muestras, ni de tipo primario por contacto durante
las labores de manipulado ni por background residual
de su propio ADN en las salas de trabajo. Incluso con
la metodologia de trabajo muy incorrecta, en la que
no se incluyen medidas de prevencién y se fuerza
la ocurrencia de la contaminacién, no han podido
apreciarse de forma significativa picos alélicos que
pudiesen haber dificultado la interpretacién de los
perfiles genéticos.

La presencia de ADN detectado y amplificado no
ha aportado contribuyentes ajenos a lo esperado
en cantidades apreciables; todos los picos alélicos
ajenos podrian ser descartados sin dificultad como
artefactos, por lo que puede concluirse que resulta
dificil obtener una contaminacién residual por mala
praxis en muestras de la tipologia empleada en la
matriz del presente trabajo.

El tercer punto de estudio se centraba en el analisis
de muestras del material de trabajo propio de las
instalaciones de cada unidad de manipulacién de
evidencias. En este caso si se ha apreciado la exis-
tencia de cantidades residuales de ADN en el material
de oficina (boligrafos) y en las mesetas de trabajo de
los equipos forenses que han participado, observando
en alguno de los casos altas o muy altas cantidades
de ADN que suponen focos de contaminacion por
transferencia directa con altisima probabilidad.

Se trata de circunstancias puntuales y con cantidades
que demuestran la existencia de background residual
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de ADN, que deberian ser conocidas por los miembros
de los equipos forenses.

Sélo en uno de los casos, concretamente en la mues-
tra M1 con método muy incorrecto del equipo forense
A, se detect6 una transferencia de componentes
alélicos del forense varon A hacia la muestra, sangre
humana en soporte de torunda de algodon, si bien las
cantidades eran tan escasas que nunca dificultarian
la lectura del perfil mayoritario, pero si obligarian a
los analistas a informar sobre la presencia de una
mezcla forense cuando la muestra era claramente
sangre. En el resto de los resultados no se detectaron
contaminaciones de ADN de las muestras en estudio
con los perfiles genéticos de los manipuladores.

Puede concluirse que la contaminacion de muestras o
evidencias por mala praxis o contacto por manipula-
cion indebida es altamente improbable en el abanico
de muestras utilizado, con grandes cantidades de
ADN y con perfiles individualizados. De igual forma,
debemos concluir que la contaminacion residual exis-
tente en las instalaciones de trabajo y en el material
de oficina utilizado de las unidades manipuladores
de las evidencias es muy escasa, y en ninglin caso ha
afectado a ninguna analitica ni ha interferido ningln
analisis, si bien es de crucial importancia conocer su
existencia y los puntos de depdsito habituales, a los
efectos de controlar su limpieza y esterilizacién, asi
como el conocimiento de estos depdsitos por parte
del personal técnico.

A modo de conclusién del estudio, resulta muy
importante para los investigadores implicados en
el procesado, la manipulacion y el andlisis de los
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