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RESUMEN

La investigacion tiene como objetivo determinar la minima concentracion
detectable, por las técnicas forenses de: fosfatasa acida, antigeno prostético y
observacion de células espermaticas en manchas secas de semen. Se emplearon
232 telas de algodén con un area de 25 cm? cada una, impregnadas con diferentes
concentraciones de fluido seminal, en todos los casos a una cantidad inferior a
200 pL hasta 1 pL como concentracion minima, estos se dejaron secar por 48
horas a temperatura ambiente para posteriormente realizar las pruebas
correspondientes. La investigacion es de tipo cuasi experimental, aplicada y fue
realizada en los ambientes de la Unidad Médico Legal Il de Ayacucho del
Ministerio Publico; y, las técnicas utilizadas fueron: pruebas rapidas para la
deteccion de antigeno prostatico, prueba bioquimica para la deteccion de
fosfatasa acida y para la observacion de las células esperméticas con colorante
cristal violeta para uso forense. La concentracibn minima de deteccién de las
pruebas se corroboroé tras evaluar la curva de caracteristica operativa del receptor
(ROC), para determinar el punto de corte donde se alcanza la sensibilidad y
especificidad mas alta de estas pruebas para la minima concentracion de
manchas secas de semen; obteniendo, 25 yL de concentracién minima detectable
con la prueba bioquimica de fosfatasa acida, con una sensibilidad de 74% y 4,9%
de falsos positivos; para la deteccién de antigeno prostatico la concentracion
minima de fluido seminal fue de 15 pL con una sensibilidad de 74% y 3,4% de
falsos positivos; y, finalmente para lograr observar las células espermaticas; la
concentracion minima fue de 45 pL , con un area mayor bajo la curva ROC de

0,983, con una sensibilidad de 98% y 1% de falsos positivos.

Palabras clave: pruebas forenses, concentracibn minima, sensibilidad,

especificidad, manchas secas de semen.
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I. INTRODUCCION

La investigacion se refiere a la determinacion de la concentracion minima para la
identificacion de manchas secas de semen mediante técnicas forenses, como
fosfatasa acida, el antigeno prostatico y la observacion microscépica, que se

utilizan en casos de agresiones sexuales.

Estas técnicas permiten a los expertos en criminalistica recopilar, analizar y probar
evidencia biolégica que puede ser crucial para resolver casos legales. Las
muestras de esperma se toman directamente para garantizar su integridad, y en
el laboratorio se emplean diversos métodos cientificos para detectar la presencia
de este fluido y vincularlo con individuos que puedan estar relacionados con el
crimen. Segun Quispe et al.(2009), la identificacion de espermatozoides, la
actividad de la fosfatasa acida prostéatica (FAP) y el antigeno prostatico especifico,

son los métodos mas eficaces.

Los métodos forenses de analisis del liquido seminal, junto con sus parametros
de sensibilidad y especificidad, son componentes importantes de las
investigaciones cientifico-criminales. Estas tecnologias pueden identificar con
precision evidencia bioldégica en el semen, lo que ayuda a resolver casos
complejos. La sensibilidad, hace referencia a la capacidad de analizar
correctamente la presencia de un analito, a diferencia de la especificidad que hace
referencia a la facultad de detectar adecuadamente la ausencia de un analito. La
combinacién de estas caracteristicas es primordial para asegurar la confiabilidad

de los hallazgos en la ciencia forense.

Sin embargo, existen estudios que demuestran que uno de ellos es fiable mas que
otro. Asi como manifiesta Quispe et al. (2009), quienes utilizaron tres técnicas
para identificar los elementos del semen: la FAP, el PSA y la observacion de
células esperméticas. En 130 casos confirmados, la FAP determin6 a un 56% (120
victimas), y la prueba de PSA determin6 un 60% (130 victimas), siendo estos los
ensayos con mayor indice de hallazgos positivos. En cambio, la observacion de

células esperméticas determind un 26% (55 victimas).



Se puede apreciar que existe una variacion en cuanto a los porcentajes de
resultados positivos en esta investigacion, al igual que la investigacién realizada
por Herman et al. (2015), quienes emplearon pruebas rapidas del PSA de uso
forense y el reactivo de FAP. Ellos determinaron que, de un total de 49 muestras
provenientes de diferentes soportes, como prendas interiores, papel higiénico,
hisopado anales, como también vaginales, 43 fueron resultados afirmativos tanto
con reactivo FAP, PSA y microscopia. De estas, 30 muestras reflejaron resultados
afirmativos a la de PSA y 34 resultados afirmativos a FAP, lo que indica que hubo
resultados afirmativos a FAP, pero muestras sin evidencia a PSA, e inversamente.
En 23 evidencias hubo confirmacion de positividad entre PSA y FAP, y solo en

diecisiete se identificaron esperma.

Frente a las discrepancias reflejadas en diversos estudios acerca del porcentaje
de sensibilidad de los exdmenes forenses, y, considerando la relevancia de los
métodos forenses empleados para la identificacion de espermatozoides dentro del
contexto de las investigaciones criminales, resulta fundamental abordar la
presencia de este fluido biolégico, dada su alta sensibilidad y especificidad. La
determinacion precisa de la concentracidon minima detectable de los componentes
seminales es crucial para garantizar la fiabilidad y validez de los resultados
obtenidos, lo que no solo contribuye a la resolucién de litigios, sino también a la

correcta administracion de justicia.
Objetivo general

- Identificar la concentracion minima para la deteccion de manchas secas de

semen con técnicas forenses- Ayacucho 2023.
Objetivos especificos

- Determinar manchas secas de semen a concentraciones inferiores a 200 yL

mediante la técnica de fosfatasa acida.

- Determinar manchas secas de semen a concentraciones inferiores a 200 yL

mediante la técnica del antigeno prostético especifico.

- Determinar manchas secas de semen a concentraciones inferiores a 200 yL

mediante la técnica de observacion directa.



II. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES
2.1.1. Antecedentes internacionales

Chinlle (2023), en Ecuador, realizoé su estudio titulado “Métodos de coloracion e
inmunologia para identificar esperma en muestras de crimenes sexuales”, cuyo
objetivo era definir los procedimientos de inmunologia y coloracion en esperma en
muestras de crimenes sexuales. El enfoque empleado fue descriptivo, utilizando
un disefio bibliogréafico, sin intervencion, retrospectivo, en la cual la muestra
considerada fue de 67 publicaciones cientificas y 24 muestras extraidas de bases
digitales. Resultados tomados, muestran de la prueba para la identificacion por la
fosfatasa acida se realiza el 29,76%, mientras que las tinciones de Christmas tree
son mas frecuentes 51,83%; todos con una excelente especificidad y sensibilidad.
La investigacién concluye sefialando que las técnicas inmunoldgicas y de
coloracién aportan resultados valiosos para la indagacibn en casos de

transgresiones sexuales, donde el esperma es la sospecha bioldgica principal.

Gonzales (2022), llevd a cabo la investigacion titulada “Determinar rastros de
semen en situaciones de crimenes y su relevancia en la indagacion forense en
Panama”, realiza un analisis detallado de los avances mas recientes de las
técnicas de andlisis cientifico forenses, a través de una descripcion de las
metodologias técnico-cientificas empleadas en este campo. La investigacion
destaca la relevancia de que la unidad de Criminalistica y Medicina Legal realice
sus acciones de inmediato en busqueda y recoleccién de vestigios biologicos en
la escena y delitos al cuerpo de mi victima, para los casos de violencia sexual. El
actuar temprano del perito es fundamental para alcanzar una eficiente y confiable
actividad probatoria en las pruebas periciales cientificas. El investigador concluye
gue las técnicas orientativas al reconocimiento de residuos de esperma se
concentran principalmente en la identificacion de proteinas de funciones

especificas, destacando que, en los ultimos afios se han disefiado nuevas pruebas



para la localizacién, identificacion e identificacion de residuos seminales y

esperma.

Zagal (2016), en México, realizé el estudio titulado “Reconocimiento de fosfatasa
acida, P30 y esperma recolectado en hisopos a diversas diluciones y periodos de
almacenamiento”, tiene el objetivo de analizar la sensibilidad y especificidad de
los andlisis, asi determinar el periodo de tiempo en que estas siguen
proporcionando resultados positivos. Utiliz6 5 muestras de liquido seminal,
sometiéndolas a diluciones de; 1:2, 1:4 y 1:100 y se evaluaron a intervalos de 12
y 24 horas durante distintos periodos de almacenamiento. Los resultados
encontrados sefialaron que, en el examen de identificacion de fosfatasa écida, la
dilucién de 1:2 es detectable hasta un mes después de la recoleccion, la dilucién
1:4 hasta 15 dias y la dilucién 1:100 hasta 7 dias. En cuanto a la prueba de
identificacion de antigeno prostatico P30 sé determin6 que, a pesar del tiempo y
de las diversas diluciones, el antigeno siguié siendo detectable; para la
observacion de células espermaticas coloreadas con la pericia de christmas tree,
se observo que los especimenes 3 y 5 empiezan la degradacién de los espermas
al dia 9, y en la dilucién 1:100 no se visualizan células esperméticas. En general,
este estudio facilita informacion util sobre la sensibilidad y especificidad de los
analisis utilizados y de emplear los métodos adecuados segun el tiempo
transcurrido desde la recoleccion de las muestras, evitando la pérdida de indicios
valiosos debido a la degradacién de las muestras, especialmente cuando la

cantidad es limitada.
2.1.2. Antecedentes nacionales

Ponce (2021), realizé la la exploracion titulada; “Estudio académico en el
Laboratorio de Biologia Forense, Unidad de Criminalistica, acerca de la
identificacion de resto seminal como prueba criminal, durante el afio 2017”. A 196
muestras de, escenas del delito, ropa, sujetos investigados y victimas por caso de
violencia sexual, se aplicaron la prueba de identificacién de fosfatasa &cida como
andlisis orientativo y como confirmatoria de la observacion de células
espermaticas. Se encontr6 118 muestras reactivas y 78 muestras no reactivas;
durante el afio de estudio, en los casos de escena del delito se encontré 8
muestras efectivas y 8 muestras nulas; y, en ropa se obtuvieron 62 resultados

afirmativos y 54 muestras sin evidencia.



Marquez (2019), realizé la investigacion “La efectividad del antigeno prostatico y
la fosfatasa acida en la deteccién de esperma en ropa de mujeres victimas de
abuso sexual en la unidad médica legal Il de Lima-norte, durante el afio 2017 y
2018”. Analiz6 129 muestras (100 %) de ropa; observandose, mediante un
examen microscopico, la presencia de células esperméticas en el 70% de las
ropas correspondientes a las victimas de agresion sexual, 73% de prendas
presentaron resultados afirmativos a la PSA y 65% de indicaron prendas
resultados afirmativos a la prueba de fosfatasa &cida (ACP). Se determiné una
eficacia del 100% para la identificacion del esperma en ropa, mediante el uso de
la PSA; la ACP mostré una efectividad del 91%, corroborando los resultados
positivos mediante la microscopia, lo que respalda la alta fiabilidad de las pruebas
utilizadas en el contexto de la identificacion del esperma en casos de violacién

sexual.

Tineo, et al. (2015), realizaron en Peru Peru “Estudio de fluidos seminales
mediante pruebas rapidas para detectar PSA, FAP y microscopia en muestras
vinculadas a crimenes sexuales”. El objetivo fue determinar la fiabilidad de dichas
pruebas para la identificacion de fluidos seminales. Analizaron 49 tipos de
muestras, en las cuales se realizaron las pruebas de identificacion de PSA, la
identificacion de FAP y la observacién microscopica de células esperméticas
coloreadas con hematoxilina. Se concluyé que, en 43 de loes especimenes
analizados, se identificé la existencia de fluidos seminales mediante las pruebas
de identificacion de fosfatasa acida, PSA y microscopia. Donde 30 muestras
resultaron reactivos a las pruebas del antigeno prostatico, mientras que 34
muestras fueron resultados afirmativos a la FAP. En el analisis de la observacion
de células espermaticas por microscopia se observaron esperma en 22 muestras
de los cuales 2 mostraron resultados negativos. Concluyen que la sensibilidad de
la prueba de la fosfatasa acida fue del 86 %, de la prueba rapida del antigeno
prostatico fue del 81,8 %. Estos resultados varian segun el tipo de muestra
analizada, lo que refleja las diferencias en la efectividad de las pruebas para

detectar fluidos seminales en situaciones forenses.
2.1.3. Antecedentes locales

Salvatierra (2020), en su investigacion titulada, “Efecto del tiempo y la temperatura
sobre el antigeno prostatico especifico y las células espermaticas en manchas de

telas de interés forense. Ayacucho, 2019”. Donde el objetivo fue evaluar el impacto



del lapso y el nivel térmico de las células espermaticas y el PSA. Utilizé 48 trozos
de tela impregnados con esperma, los cudles fueron incubados a dos
temperaturas distintas: 37°C, 25° C, durante un periodo de 24 dias. Las lecturas
se realizaron cada 4 dias; se usaron pruebas rapidas para detectar el PSA, para
la observacién de las células espermaticas mediante la coloracion y la observacion
al microscopio optico. Los resultados indicaron que, a una temperatura de 37°C,
las células espermaticas se deterioraron a un ritmo acelerado en comparacion con

las muestras incubadas a 25 °C a medida que transcurria el tiempo.
2.2. MARCO CONCEPTUAL

2.2.1. Medicina forense

Es una linea de la medicina que estd encaminada a asesorar en los tribunales
mediante el desarrollo de pericias y estudios. Asi pues, la Medicina Forense se
refiere a la utilizacion del saber médico en el andlisis y determinacion de los
sucesos en los juzgados (Garcia, 2014).

2.2.2. Biologia forense

La biologia forense es una de las ciencias auxiliares de la criminalistica, donde el
andlisis de indicios bioldgicos recolectadas en el lugar de los hechos resulta de
importancia para la identificacion de los sospechosos (Reyes et al., 2016).

2.2.3. Espermatologia forense

Es una disciplina de las ciencias biol6gicas forenses que busca el andlisis e
identificacion de los elementos del esperma, basada en el uso de métodos
especializados para la pericia forense. Contribuyendo con datos exactos, para
vincular las pruebas de las victimas y los victimarios, en los crimenes de agresion
(Salvatierra, 2020).

2.2.4. Técnicas para determinar la presencia de semen

2.2.5. Pruebas de orientacion

Son técnicas utilizadas para descubrir el rastro entre las vestimentas de la victima,
en espacios extensos como sédbanas, cojines o residuos sospechosos recogidos
del sitio de los eventos. La finalidad de un examen de orientacion no es
necesariamente comprobar la existencia de esperma, sino mas bien descartar su
presencia en una mancha que pueda estar en duda (Reyes et al., 2016).

2.2.6. Mancha seminal

Se refiere a los residuos de esperma que se encuentra sobre cualquier soporte

firme, de gran importancia en el ambito criminal, particularmente en crimenes



sexuales. El reconocimiento es facil en recientes residuos seminales, pero se
dificulta con el transcurso del tiempo (Salvatierra, 2020).

2.2.7. Fluido seminal

El fluido producido por la préstata y otras glandulas sexuales contribuye a llevar el
esperma fuera del organismo del hombre durante el momento del orgasmo. El
esperma o semen se compone de células, aminoacidos, azlcares, sales, iones y
otras sustancias organicas e inorganicas (Ponce, 2021).

2.2.8. Antigeno prostético especifico (PSA)

Es la proteina glucosa-acido generada por las células del sistema prostéatico. Si
bien principalmente se localiza en la prostata, también puede ser hallado en otros
tejidos y fluidos del cuerpo, como el liquido amnidético. Se emplea como indicador
clinico en el diagnéstico y monitoreo del cancer de préstata (Tarco, 2023).

2.2.9. Fosfatasa acida (FAP)

Es un tipo de fosfomonoesterasa no especificado, generada en grandes
volimenes por la glandula prostatica. Aunque se halla principalmente en la
prostata, también esté presente en otros 6rganos y fluidos del cuerpo, destacando
su abundancia en el liquido seminal (Zagal, 2016).

2.2.10. Espermatozoide

Las células sexuales masculinas, conocidas como esperma, contienen el material
genético del individuo. Son tan pequefios que no se pueden apreciar con la vista
directa y necesitan de un microscopio para ser observados. En los testiculos, los
espermas presentan una movilidad limitada o inexistente y no tienen la habilidad
de fertilizar un évulo. No obstante, recuperan su funcionalidad completa tras
traspasar el epididimo, en el que concluye el ciclo de madurez (Ponce, 2021).
2.2.11. Precision

La precision es el nivel de proporcién de los hallazgos encontrados en una
medicidon o experimento, cuando se repite el proceso en condiciones idénticas
(Prieto, 2012).

2.2.12. Exactitud

Se define como la cercania entre el valor que se ha medido y el valor real del que
se esta midiendo (Prieto, 2012).

2.2.13. Sensibilidad

Se refiere a la cantidad de personas discretamente identificadas con la condicién

o enfermedad mediante el examen diagnostico (Bravo y Cruz, 2015).



2.2.14. Especificidad

Se refiere a la tasa de falso-positivo correctamente detectados por el examen, del
total de personas sanas de acuerdo a los parametros estandar (Bravo y Cruz,
2015).

2.2.15. Concentracion

Se conoce como concentracion de una solucion a la correlacion entre la cantidad
total de la solucion y la suma de soluto disuelta. También se puede plantear la
concentracion en relacion con la cantidad de disolvente utilizado, aunque esto es
menos habitual (Fernandez, 2022).

2.3. FUNDAMENTO TEORICO

2.3.1. Espermatologia forense

Disciplina de la ciencia biologica forense dedicada al analisis del semen o
esperma, con el propésito de recolectar datos que contribuyan a la clarificacion
del proceso de investigacion en situaciones vinculadas a crimenes sexuales.
Incluye pruebas para identificar restos seminales a partir de muestras
recolectadas de cavidades vaginales (secrecion vaginal), rectales, bucales,
superficies corporales y genitales masculinos (hisopado balano-prepucial),

ademas de muestras sujetas a investigacion (Policia Nacional del Peru, 2012).
2.3.2. Fluido seminal

El esperma, también conocido como semen, es un fluido organico exclusivamente
producido por hombres (todos los mamiferos machos lo generan). Durante la
eyaculacion, el esperma es liberado al exterior, lo que coincide con el orgasmo.
Millones de células reproductivas masculinas (esperma) se encuentran en el
esperma. El esperma recién liberado es un liquido viscoso, suave, de tonalidad
opalino, que a medida que transcurre el tiempo, y con un aroma caracteristico. La
opalescencia se relaciona directamente con la cantidad de esperma. Coagula

justo después de la polucién y posteriormente se licua (Fuentes, 2022).
2.3.3. Formacion del fluido seminal

Inicia su desarrollo en los tubulos espermaticos de los testiculos, lugar en el que
también se generan los espermas. Se mantienen en el epididimo, donde se
desarrollan y son llevados a las vesiculas seminales por los conductos deferentes.

Luego, pasan por la préstata y se combinan con el liquido prostatico. Finalmente,



traspasa las glandulas de Cowper & Littré, las cuales liberan un liquido resbaloso

que favorece la movilidad y la defensa del esperma (Marquez, 2019).
2.3.4. Composicion del fluido seminal

El esperma se forma principalmente a través de la mucosidad de las glandulas
sexuales adyacentes, aunque una proporcion reducido de 2 a 3% corresponde a
espermatozoides. Entre el 46% y el 80% de este fluido es generado por las
vesiculas seminales, entre el 13% y el 33% por la glandula prostética, cerca del
5% proviene de los testiculos y el epididimo, y entre el 2% y el 5% proviene de las
glandulas uretrales y el bulbo uretral. El esperma esta formado principalmente por
sustancias como acido citrico, azUcares (como fructosa), proteinas (como el
fibrindbgeno) y diferentes enzimas (como la fosfatasa 4cida y la lisozima). También
contiene otras sustancias como fosforilcolina, carnitina, algunas sustancias que

ayudan a descomponer otros compuestos y zinc (Herman et al., 2015).
2.3.5. Células espermaéticas

En promedio, el esperma posee un volumen de cerca de 3,5 mL, de los cuales
aproximadamente el 10% corresponde a los espermas, mientras que el resto del
porcentaje corresponde al plasma seminal. Estas células de esperma son el factor
clave en la identificacion del esperma. El espermatozoide consta de tres
componentes: la cabeza, la seccidn intermedia o intercalar, y el flagelo o cola. Sin
embargo, debido a diversos factores, en muchos casos el espermatozoide no se
observa completos y en situaciones extremas, pueden estar ausentes en tu
totalidad (Fuentes, 2022).

2.3.6. Importancia del fluido seminal en biologia forense

Uno de los aspectos clave al iniciar una investigacion es determinar el tipo de
delito involucrado. En situaciones de crimenes como la irrupcién o el abuso sexual
gue requieren relacion fisica entre el victimario y la victima, ocurre la transmision
de sustancia biolégica. El esperma es uno de los fluidos que se encuentran
frecuentemente en la escena del delito, hay indicios de orientacion y confirmacion
para reconocer este fluido. Por lo tanto, la biologia forense es crucial para
identificar al acusado de un delito a través de la comparacion de ADN, células
epiteliales, indicios, trazas, entre otros. Por lo tanto, es necesario realizar una

adecuada recoleccion de muestras en el lugar de los sucesos, donde se puedan



examinar y recopilar pistas para remitir al laboratorio que realizara el analisis y

determinacion de quién es el responsable del acto criminal (Amaya et al., 2015).
2.3.7. Factores ambientales que afectan al fluido seminal

Varios elementos del entorno, tales como la humedad, la radiacion, la
temperatura, y entre otros que impactan de manera negativa en el esperma. Un
problema significativo que ocurre es que los individuos agredidos no se dirigen a
la Unidad Médico Legal (UML), lo que repercute en el espécimen que puede

esclarecer los sucesos (Salvatierra, 2020).
2.3.8. Aspecto de las manchas segun el soporte donde se encuentra

En tejidos absorbentes (ropa de cama e interior, pafiuelos, tejidos de algodén
comun y papel de bafio), presentan el fenébmeno denominado mapa geografico,
caracterizado por ser anormales, de tonalidad gris, con cantos nitidos y adheridos
a la tela. Sobre la piel, forman mindsculas peliculas luminosas de apariencia
barnizada. En tejidos no absorbentes como la lanas, terciopelo y nylon, generan
escamas 0 membranas de luz, conocidas como caminata de caracol(Esquivias,
2018).

2.3.9. Delitos de violacion sexual

Los crimenes de indole sexual, se caracterizan como eventos sexuales sin el
consentimiento o intencion de la victima, en las que se emplea la fuerza para
someterla y causar serias repercusiones fisicas, psicoldgicas y del ambiente social

en el que se despliega la afectada.

Los delitos sexuales constituyen un desafio en todas las clases sociales, a
menudo las personas se resisten a denunciar, primero acuden a los centros
médicos para curar sus lesiones y luego hacia el médico legista, etapa en la cual
se examinan los fluidos seminales dejados por los agresores se van diluyendo
(Herman et al., 2015).

2.3.10. Telas usadas en el campo forense

En el area de la criminalistica las telas que casi siempre llegan al laboratorio por
delitos sexuales son de tipo algodon y sintético. Para realizar trabajos con fines
de investigacion se utilizan este tipo de telas para simular un caso de violacién

sexual. Las telas de algodon se encuentran en practicamente todas las prendas
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de vestir y ropa hogarefia, debido a su capacidad de resistencia y absorcién, en
el &mbito criminalistico, puesto que, gran cantidad de las evidencias forenses se
llevan a cabo sobre este tipo de tejido, siendo las mas reportadas en los
laboratorios. La tela de algoddn es de origen vegetal, producida por un tipo de

planta de género Gossypium (Montenegro, 2022).
2.3.11. Técnicas para la deteccion del semen
a. Pruebas orientativas

Para examinar una prenda, la primera accion es examinarla con luminosidad
ultravioleta, utilizando radiaciones para detectar el liquido o residuo seminal. Se
puede observar fluorescencia directa, lo que facilita la identificacion de los

residuos para luego llevar a cabo los estudios (Policia Nacional del Peru, 2012).
b. Pruebas de certeza
b.1. Métodos microscopicos

Es un procedimiento generalmente es el mas usado y fiable, proporciona la
seguridad de que se han identificado esperma y es un veredicto ineludible de la
existencia de esperma. Principalmente, se hallan fragmentos de esperma, cuerpos
0 colas debido a que la contaminacion por esporas 0 bacterias tiene un gran

impacto (Quispe et al., 2009).
b.2. Pruebas bioquimicas para el estudio del semen

Existen varios procedimientos en la division clinico forense, enfocados en la

interaccion bioquimica del sistema inmunolégico (Policia Nacional del Per(,2012).
b.2.1. Fosfatasa acida prostética (FAP)

Es una enzima abundante en el esperma y generada principalmente por la
glandula prostatica. Cuando se combina con una determinada sustancia quimica,
provoca una reaccion cromatica al descomponer los grupos fosfato de otras
moléculas, cambiando su color. El esperma tiene una concentracion de esta
enzima entre 500 y 1000 veces superior a la de otros fluidos corporales. Ademas,
hasta 72 horas después de la actividad sexual, la fosfatasa acida seminal puede

seguir presente en la vagina (Mufiiz et al., 2023).
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b.2.2. Antigeno prostéatico especifico (PSA)

Es una glicoproteina monocatenaria formada por 237 amino&cidos que contienen
un 7% u 8% de carbohidratos (4,84% hexosa, 2,87% hexosamina, 0,25% acido
sidlico), en una glicoproteina. Las concentraciones conocidas de PSA oscilan
entre 0,2 y 5,5 millones de nanogramos por mililitro. Una de sus funciones
principales es escindir proteoliticamente péptidos en los coloides del gel de
esperma (como la proteina semenogelina 1 “Sg-I" y 2 “Sg-II” y la fibronectina),
fluidificando asi el gel de esperma y aumentando la motilidad del esperma en

aproximadamente 20 minutos después de la eyaculacion (Vargas, 2016).
b.2.3. Semenogelinaly ll

Producida en las vesiculas seminales, la semenogelina es la proteina mas
abundante en el plasma seminal humano. Se presenta en dos variedades: Sg-l y
Sg-1l. Al crear un coagulo con el plasma seminal, impide principalmente la
liberacién precoz de los espermas en el tracto vaginal durante la licuefaccion del
semen. Durante los primeros 20 minutos tras la eyaculacién, el PSA descompone
la semenogelina, lo que da lugar a la formacion de a-inhibina, inhibidor de la
motilidad del plasma seminal y antigeno especifico de las vesiculas seminales
(Muiiiz et al., 2023).
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[Il. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién
3.1.1. Ambito de estudio

Este estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la
UNSCH, asi como en el Laboratorio de Biologia de la UML-Il de Ayacucho,

perteneciente al Ministerio de Publico.
3.2. Tipo de investigacién
Aplicada

Este estudio actuara como un antecedente para solucionar los desafios que se

perciben en la comunidad en relacién a crimenes sexuales.
3.3. Disefio de investigacién
Cuasiexperimental

Las telas ya se distribuian por grupo en funcion de los volumenes de esperma, por
lo que los grupos se encontraban completos antes de llevar a cabo cualquier tipo
de experimentacion. En los disefios cuasiexperimentales, los individuos no se
asignan de manera aleatoria a los grupos ni se emparejan, sino que estos grupos
ya se han formado previamente al experimento: son grupos completos (Hernandez
et al., 2014).

3.4. Metodologia y recoleccion de datos
Las actividades para llevar a cabo el estudio constaron de tres fases:

Durante la fase preanalitica, se elaboraron las telas de algodon con sus
correspondientes medidas, se recogié la muestra de semen de donantes

voluntarios, se impregno el esperma en las telas y se almacenaron a temperatura
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ambiente durante dos horas antes de guardarlos en sobres de papel Kraff durante

48 horas.

Durante la fase analitica, las muestras se recuperaron al cabo de 48 horas para

realizar las pruebas de PSA, utilizando la inmunocromatografia en las pruebas

rapidas, la prueba bioquimica de la fosfatasa acida y el colorante violeta cristal
para identificar los espermatozoides.

Por dltimo, se anotaron los resultados de cada prueba y se realizé un andlisis

estadistico (Salvatierra, 2020).

3.4.1. Fase pre - analitica

Recoleccion

Preparacion de las telas de algodon

e Se adquirieron 10 metros de tejido de algodén de tonalidad crema, con un
grosor de 30/1 y una longitud de malla de 0,19 cm, ya que es la prenda mas
habitual en la UML Il de Ayacucho.

e Latela se dividi6 en 232 pedazos con un area de 25 cm>.

e Los fragmentos de tejidos se conservaron en sobres de papel Kraft.

Obtencién de la muestra de fluido seminal

e Se seleccionaron a cuatro donantes voluntarios de la muestra de esperma,
quienes debieron tener un buen estado fisico y parecer sanos. Se les realizé
un espermatograma a estos individuos, concluyendo que presentaron un
conteo de esperma con valores normales (normozoospérmatozoides).

e Se recolectaron muestras de esperma a través de la masturbacion, efectuada
por cada participante en un entorno seguro y sin la intervencion de algun
estimulante, y se depositaron en frascos estériles de boca ancha y llevadas al
Laboratorio de Microbiologia Ambiental en un refrigerador a temperatura
ambiente. El volumen de esperma aproximado de cada donador fue de 3,5 ml.
Antes de la coordinacion, se instruy6 a los donantes a abstenerse de tener
relaciones sexuales por un minimo de tres dias antes de la donacion.

Impregnacion del fluido seminal en la tela

Con base en las muestras de esperma, para el procesamiento se esperd 45

minutos para la licuefaccion del liquido seminal, luego se procedioé a impregnar

volumenes desde 1, 10, 20, 30, 40 pL, asi sucesivamente hasta 200 yL de las
muestras con una micropipeta autoajustable en el centro de los segmentos de tela,

creando una mancha con un diametro aproximado de 0,8 cm en su centro.

14



Almacenamiento

Se secaron totalmente todos los fragmentos de algodén a temperatura ambiente
durante 2 horas.

Una vez que el esperma se secd sobre un soporte de tela de algoddn, se
guardaron de manera individual en sobres de papel Kraft, cuidando de no
dafarlas, envolverlas o realizar friccion, en particular la parte manchada. Luego,
estos fueron depositados en sobres de tamafio A4, debidamente rotulados y
almacenados por un periodo de 48 horas a temperatura ambiente.

3.4.2. Fase analitica

a) Recuperacion de la muestra de fluido seminal. Para recuperar la muestra de
fluido seminal, se cort6 un pequefio trozo de 0,5 cm2 del centro de la tela
impregnada con esperma utilizando unas tijeras. Luego, este fragmento de tela se
colocd en un tubo de ensayo con 1 mL de solucién salina fisiol6gica y se dejé
reposar durante 30 minutos. Durante este tiempo, se agito el tubo cada 10 minutos
con una varilla para facilitar la disolucion del fluido. Después de los 30 minutos, se
retiraron los fragmentos de tela del tubo, dejando la muestra preparada para su
anlisis.

b) Determinacién del antigeno prostatico especifico (PSA) mediante pruebas
rapidas. Una vez obtenida la muestra recuperada en el tubo de ensayo, se
centrifugd a 2500 rpm durante 3 minutos, lo que permitié la separacion del
sedimento y el sobrenadante. Posteriormente, con una micropipeta autoajustable,
se extrajeron 100 L del sobrenadante y se colocaron en el recipiente del Kit de
prueba rapida de PSA. La presencia de una linea morada en lugar de las lineas
de control indico si el resultado era reactivo o0 no.

c) Determinacion bioquimica parafosfatasa acida. A las telas impregnadas con
esperma se adicioné el reactivo phosphatase &cida con la ayuda de una
micropipeta, en cada porcion de tela se observé la reaccion producida entre 5y
15 segundos, como lo estipula el inserto del Kit, observandose el viraje a un color
violeta para cada concentracion.

d) Conteo de células espermaticas coloreadas con cristal violeta. La mancha
de esperma, que se macero en el tubo de ensayo, fue centrifugada a 2500 rpm,
después se decant6 el sobrenadante y se extendié sobre una lamina portaobjetos
a partir del sedimento. Luego, las laminas previamente secadas fueron
pigmentadas con cristal violeta durante un minuto; después, se examinaron con

un microscopio Optico con un objetivo de inmersion (100x). Se realiz6 el conteo de
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células espermaticas en 5 campos microscopicos seleccionados de manera
aleatoria.

3.4.3. Fase post analitica

Se llevé a cabo el registro de los resultados de cada prueba y se realizé un analisis
estadistico. aplicé el andlisis de la curva ROC con el objetivo de establecer la
precision diagnostica de los exdmenes que emplean escalas continuas, con el
objetivo de establecer el punto de corte donde se logra la mayor sensibilidad y
especificidad, es decir, la concentracién minima de identificacién de las pruebas
forenses. Ademas, se examind la sensibilidad (S) y especificidad (E) de cada una
de las evidencias forenses para cada una de las evidencias forenses.
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V. RESULTADOS
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Tabla 1. Coordenadas de la curva de caracteristica operativa del receptor ROC
para determinar la concentracibn minima detectable por la prueba de certeza

bioquimica de fosfatasa acida en manchas secas de semen en telas de algodon.

Positivo si es mayor o igual

Sensibilidad 1 — Especificidad
que
0,00 1,000 1,000
1,50 0,979 0,902
2,50 0,958 0,805
3,50 0,937 0,707
4,50 0,916 0,610
5,50 0,895 0,512
6,50 0,874 0,415
7,50 0,853 0,317
8,50 0,832 0,220
9,50 0,806 0,146
15,00 0,775 0,098
25,00 0,743 0,049
35,00 0,707 0,024
45,00 0,670 0,000
55,00 0,628 0,000
65,00 0,586 0,000
75,00 0,545 0,000
85,00 0,503 0,000
95,00 0,461 0,000
105,00 0,419 0,000
115,00 0,377 0,000
125,00 0,335 0,000
135,00 0,293 0,000
145,00 0,251 0,000
155,00 0,209 0,000
165,00 0,168 0,000
175,00 0,126 0,000
185,00 0,084 0,000
195,00 0,042 0,000
201,00 0,000 0,000
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Figura 1. Curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) para determinar la
concentraciéon minima de manchas secas de semen por la prueba de certeza

bioguimica de fosfatasa acida en telas de algodén. Ayacucho-2023.
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Tabla 2. Coordenadas de la curva de caracteristica operativa del receptor ROC
para determinar la concentracibn minima detectable por la prueba de antigeno
prostatico especifico (PSA) en manchas secas de semen en telas de algodon.
Ayacucho-2023.

Positivo si es mayor o

. Sensibilidad 1 — Especificidad
igual que
0,00 1,000 1,000
1,50 0,980 0,862
2,50 0,961 0,724
3,50 0,941 0,586
4,50 0,921 0,448
5,50 0,897 0,345
6,50 0,867 0,276
7,50 0,837 0,207
8,50 0,808 0,138
9,50 0,778 0,069
15,00 0,744 0,034
25,00 0,709 0,000
35,00 0,670 0,000
45,00 0,631 0,000
55,00 0,591 0,000
65,00 0,552 0,000
75,00 0,512 0,000
85,00 0,473 0,000
95,00 0,433 0,000
105,00 0,394 0,000
115,00 0,355 0,000
125,00 0,315 0,000
135,00 0,276 0,000
145,00 0,236 0,000
155,00 0,197 0,000
165,00 0,158 0,000
175,00 0,118 0,000
185,00 0,079 0,000
195,00 0,039 0,000
201,00 0,000 0,000
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Figura 2. Curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) para determinar la
concentracién minima detectable por la prueba de antigeno prostético especifico

en manchas secas de semen en telas de algodén. Ayacucho-2023.

21



Tabla 3. Coordenadas de la Curva de caracteristica operativa del receptor (ROC)
para determinar la minima concentracion detectable por la prueba de conteo de
células esperméticas mediante el colorante cristal violeta en manchas secas de

semen en telas de algodon. Ayacucho-2023.

Positivo si es mayor o igual

Sensibilidad 1 — Especificidad
que
0,00 1,000 1,000
1,50 1,000 0,930
2,50 1,000 0,860
3,50 1,000 0,789
4,50 1,000 0,719
5,50 1,000 0,649
6,50 1,000 0,579
7,50 1,000 0,509
8,50 1,000 0,439
9,50 1,000 0,368
15,00 1,000 0,298
25,00 1,000 0,228
35,00 1,000 0,158
45,00 0,983 0,105
55,00 0,941 0,079
65,00 0,890 0,061
75,00 0,839 0,044
85,00 0,788 0,026
95,00 0,729 0,018
105,00 0,669 0,009
115,00 0,602 0,009
125,00 0,542 0,000
135,00 0,475 0,000
145,00 0,407 0,000
155,00 0,339 0,000
165,00 0,271 0,000
175,00 0,203 0,000
185,00 0,136 0,000
195,00 0,068 0,000
201,00 0,000 0,000
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Figura 3. Curva de caracteristica operativa del receptor ROC para determinar la
concentracién minima detectable por la prueba de conteo de células espermaticas
mediante el colorante cristal violeta en manchas secas de semen en telas de

algodon. Ayacucho-2023.
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V. DISCUSION

La presente investigacion nos permite comprender la importancia de conocer el
volumen de secrecién seminal minima que debe estar presente en diferentes
soportes, siendo determinante para la toma de decisiones; en este caso la
presencia 0 ausencia de los analitos que estamos identificando como: fosfatasa

acida, PSA y células espermaticas.

Es asi que al utilizar el estadistico de la curva ROC en la presente exploracién se
ha logrado establecer los puntos de corte y el rendimiento diagndstico de las
técnicas forenses que se trabajé. Asimismo, en base a los resultados de las
técnicas forenses realizadas se logré determinar la minima concentraciéon de

identificacién de manchas secas de semen con técnicas forenses.

Es importante indicar que la minima concentracién de deteccion de las técnicas
forenses fue obtenida a través del indice de Youden que es el valor que maximiza
la sensibilidad y especificidad de la prueba diagnéstica, ayudando a elegir un
punto de corte apropiado para poder clasificar el resultado como positivo o
negativo. Como bien sefala Vizcaino (2017), quien indica que el indice de Youden
identifica el punto de corte donde la sensibilidad y especificidad tienen valores
altos conjuntamente para un mismo punto. Asimismo, cabe indicar que la curva
ROC tiene su base de aceptacion estadistica en la determinacion del valor del
area bajo la curva, que se utiliza ampliamente para medir la precision de las

pruebas diagnésticas (Nahm, 2022).

La utilizacién del presente estadistico: curva ROC, es un pilar innovador en el
estudio de las técnicas forenses lo que permite incrementar las caracteristicas de

estas técnicas forenses importantes en la imparticion de justicia.

En la tabla que se encuentra el anexo 4, la técnica forense de fosfatasa acida

utilizada nos permiti6 determinar un 82,30% de positivos de 232 pruebas
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realizadas, asimismo la sensibilidad obtenida fue de un 91% como se muestra en
la tabla que se encuentra en el anexo 7, lo que se puede corroborar con la
investigacion de Tineo et al. (2021) quien obtuvo un 86,0% de sensibilidad para

esta técnica.

La concentracion minima de identificacion obtenida para la técnica forense
fosfatasa &cida; fue de 25pL, como se indica en la tabla 1, lo cual representa un
volumen considerablemente importante, y se obtuvo tras realizar la curva ROC y
obtener el indice de Youden con un valor de 0,694 y un &rea bajo la curva de

0,885; indicado en la tabla que se encuentra en el anexo 1.

En cuanto al PSA, siendo este analito una proteina muy especifica, se observé
que puede sufrir algunas variaciones en cuanto a su concentracion, como lo
menciona Gonzalez (2022), quien indica que pueden producirse falsos positivos
debido a la presencia de sudor y orina en hombres, y puede ser mayor en hombres
con cancer prostatico, mujeres con Sindrome de Down o bajo ciertos métodos

anticonceptivos.

En la tabla que se encuentra en el anexo 5, los resultados del antigeno prostético
nos indican que tiene un 87,50% de positivos de un total de 232 pruebas
realizadas y una sensibilidad de 100% segun los célculos indicados en la tabla
que se encuentra en el anexo 8. Este valor también se logra corroborar con Tineo

et al. (2021), quien obtuvo una sensibilidad de 81,6% en la utilizacion del kit PSA.

En cuanto a la cantidad minima detectable para el PSA; determinada con un indice
de Youden de 0,710, se obtuvo un punto de corte de 15 L, donde la sensibilidad
es de 74% y un valor de falsos positivos de 3,4%; como se indica en la tabla 2 y
un area bajo la curva de 0,906; indicado en la tabla que se encuentra en el anexo
2. Es importante indicar que este valor tiene relacién con lo sefialado por Zagal.
(2016), quien sefiala que esta proteina tiene una concentracion muy alta en el
liquido seminal (820 000ng/ml), ademas que el kit es capaz de detectarla en bajas
concentraciones por utilizar un Buffer en su procedimiento incluso hasta valores
de 4ng. Zagal también sefiala a otros investigadores como Kristaly (1998) y
Manfred et al. (1999), quienes utilizaron incluso diluciones 1:1000000, asi como
muestras de pacientes azoospérmicos, combinaciones de fluidos como esperma
— sangre, esperma — saliva, esperma — fluido vaginal y esperma — saliva — sangre,

en las cuales se pudo obtener positividad en esta prueba.
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En cuanto a la observacién de las células espermaticas, existen investigaciones
gue indican que el tipo de soporte donde se deposita el liquido seminal afecta la
concentracion de células espermaticas, asi como el tiempo de retraso que se
puede tener para iniciar la técnica. Es asi que Esquivias (2018) indica en su
estudio que, en un soporte de algoddn, hay una reduccidén en cuanto a la
recuperacion de células espermaticas por la técnica utilizada, debido a las

propiedades y caracteristicas absorbentes del algodon.

Teniendo en consideracion esta aclaracion, podemos mencionar que, en la tabla
gue se encuentra en el anexo 6, esta técnica presentd un 50.86% de positivos de
un total de 232 pruebas realizadas; es decir, una cantidad relativamente baja, esto
debido a lo sefialado por Esquivias (2018), quien a su vez también cita a Lopez
indicando la misma observaciéon. Sin embargo, y pese a estos valores, la
sensibilidad de esta técnica, indicada en la tabla que se encuentra en el anexo 9,

nos muestra un valor de 87% de sensibilidad.

Tras realizar el estadistico de la curva ROC con los valores obtenidos para esta
técnica, se pudo determinar que presenta un AUC (area bajo la curva) de 0,983,
como se indica en la tabla que se encuentra en el anexo 3, siendo este el valor
mas elevado de entre las técnicas utilizadas. Este valor, como sefiala Nahm
(2022), se debe tener presente cuando es mayor de 0,500 puesto es significativo

y si supera el valor de 0,800 es considerable aceptable segun la tabla de baremos.

0,900 = AUC Excelente
0,800 < AUC < 0,900 Bien
0,700 < AUC < 0,800 Justo
0,600 < AUC < 0,700 Pobre
0,500 < AUC < 0,600 Fallar

La cantidad minima detectable para esta técnica fue de 45uL, obtenida a través
de un indice de Youden de 0,878, el cual indica una sensibilidad de 98% con un
1% de falsos positivos; indicada en la tabla 3. Si bien este volumen es elevado en
comparacion con otras técnicas, esto podria deberse, como indica Esquivias
(2018), la rapidez en la centrifugacion es un factor esencial en la valoracion final
de las células espermaticas, dado que, si es alta, puede desgastar el

espermatozoide, generando una falsa impresién positiva de esperma incompletos.
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Esto se explica porque el deterioro de la cola fue resultado de la fuerza centrifuga

y no de un proceso de degradacion.

Asimismo, las concentraciones de esperma de los donadores tienen un valor
promedio de 71 637,500 que se encuentra dentro de los pardmetros normales de
20 000,000 — 150 000,000 cel/mL y la motilidad, vitalidad que se encuentran dentro
de los rangos estandares de la OMS y del laboratorio que realizé los examenes,
lo que nos asegura que las muestras utilizadas para las pruebas forenses
representen un patron tipico de esperma y no se vean afectadas por posibles
anomalias de las caracteristicas del esperma. Si bien las muestras utilizadas en
esta investigacion presentaron valores normales, en el &mbito forense se podrian
encontrar muestras de esperma de menor calidad, valores anormales y
deterioradas, lo que podria afectar la precisién de la identificacién de residuos
secos de esperma; ya sea por el tiempo de exposicién, condiciones ambientales
o0 el manejo de evidencia. Para esto se recomienda usar una combinacién de
pruebas mas sensibles y especificas para garantizar resultados confiables en

todas las condiciones posibles.
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VI. CONCLUSIONES

1. Laconcentracion minima detectable de fosfatasa &cida en manchas secas
de semen en soportes de tela de algodoén; es de 25 L, con un area bajo
la curva ROC de 0,885 y una sensibilidad de 74% y 4,9% de falsos
positivos.

2. La concentraciobn minima detectable para el antigeno prostatico en
manchas secas de semen en soportes de tela de algodén fue de 15 pL,
con un valor del area bajo la curva ROC de 0,906, una sensibilidad de 74%
y 3,4% de falsos positivos.

3. La concentracion minima detectable con la observacién microscopica de
células espermaticas en manchas secas de semen en soportes de tela de
algodén fue de 45uL, con un area bajo curva ROC de 0,983, una
sensibilidad de 98% y 1% de falsos positivos.

Estos resultados con AUCs son buenos y obtenidos con un indice de
confianza estadistico de 95%, son de mucha importancia para los peritos
forenses, pues amplian el conocimiento en cuanto al volumen minimo de

liquido seminal que se puede detectar en casos de violencia sexual.
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VII. RECOMENDACIONES

Para finalizar este estudio, es necesario efectuar pruebas genéticas
amplificando STR del cromosoma Y, particularmente en las muestras que
mostraron PSA o fosfatasa acida positiva, con el fin de establecer la
sensibilidad y especificidad de ambos examenes.

Si se confirma un delito sexual que haya transcurrido mas de 48 horas y
se necesite identificar la presencia de fluidos seminales para atribuir al
sospechoso, es necesario fusionar la busqueda de esperma con la
medicion de fosfatasa acida, PSA a niveles minimos en un periodo superior
a 48 horas. Por otro lado, se deben llevar a cabo exdmenes de ADN para

confirmar.
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Anexo 1. Area bajo la curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) para
la prueba de certeza bioquimica de fosfatasa acida en manchas secas de semen

en telas de algodon. Ayacucho-2023.

95% de intervalo de confianza

Area bajo Error de Significacion o
o o asintotico
la curva desviacion asintotica. S : :
Limite inferior  Limite superior
0,885 0,021 0,000 0,843 0,927
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Anexo 2. Area bajo la curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) para
la prueba antigeno prostéatico especifico (PSA) en manchas secas de semen en

telas de algodén. Ayacucho-2023.

95% de intervalo de confianza

Area bajo Error de Significacion o
o o asintotico
la curva desviacion asintotica. S : :
Limite inferior  Limite superior
0,906 0,020 0,000 0,867 0,946
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Anexo 3. Area bajo la curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) para
la prueba de conteo de células esperméaticas mediante el colorante cristal violeta

en manchas secas de semen en telas de algodon. Ayacucho-2023.

95% de intervalo de confianza

Area bajo Error de Significacion o
o o asintotico
la curva desviacion asintotica. S : :
Limite inferior  Limite superior
0,983 0,006 0,000 0,970 0,995
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Anexo 4. Frecuencia de resultados obtenidos en la prueba de certeza bioquimica

de fosfatasa acida para el estudio de manchas secas de semen en la Unidad

Médico Legal Il. Ayacucho-2023.

Porcentaje

7 76%)

0
[ Positivo(+) ] [ Falso positivo (+/-) J [ Falso negativo (+/--) J
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Anexo 5. Frecuencia de resultados obtenidos en la prueba de antigeno prostatico

especifico para el estudio de manchas secas de semen en la Unidad Médico Legal

[I. Ayacucho-2023.

Porcentaje

0
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Anexo 6. Frecuencia de resultados obtenidos en la prueba de certeza método
microscopico para el estudio de manchas secas de semen en la Unidad Médico

Legal Il. Ayacucho-2023.

Frecuencia
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Anexo 7. Tabla de contingencia 2x2 de la prueba de certeza bioquimica de
fosfatasa acida para el estudio de manchas secas de semen en la Unidad Médico
Legal Il. Ayacucho-2023.

Presencia de Ausencia de
Resultado _ ) Total
fosfatasa acida fosfatasa acida
Prueba positiva 191 23 214
Prueba negativa 18 0 18
Total 209 23 232
Célculos Resultados
Sensibilidad 0,91
Especificidad 0
Valor predictivo positivo 0,89
Valor predictivo negativo 0
% de falsos negativos 99,09
% de falsos positivos 100
Exactitud 0,82
Cantidad(n) 232
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Anexo 8. Tabla de contingencia 2x2 de la prueba de antigeno prostatico

especifico para el estudio de manchas secas de semen en la Unidad Médico Legal

[I. Ayacucho-2023.

Presencia de Ausencia de
Resultado ) . i » Total
antigeno prostético antigeno prostético
Prueba positiva 203 29 232
Prueba negativa 0 0 0
Total 203 29 232
Célculos Resultados
Sensibilidad 1
Especificidad 0
Valor predictivo positivo 0,88
Valor predictivo negativo 0
% de falsos negativos 99
% de falsos positivos 100
Exactitud 0,88
Cantidad(n) 232
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Anexo 9. Tabla de contingencia 2x2 de la prueba de certeza método microscépico
para el estudio de manchas secas de semen en la Unidad Médico Legal II.
Ayacucho-2023.

Presencia de Ausencia de
Resultado _ _ Total
espermatozoides espermatozoides
Prueba positiva 118 96 214
Prueba negativa 18 0 18
Total 136 96 232
Célculos Resultados
Sensibilidad 0,87
Especificidad 0
Valor predictivo positivo 0,55
Valor predictivo negativo 0
% de falsos negativos 99,13
% de falsos positivos 100
Exactitud 0,51
Cantidad(n) 232
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Anexo 10. Documento de autorizacion para el desarrollo de la investigacion en la
Unidad Médico Legal Il.

P

-‘\,—‘ Decenco de Ia Iguaicad de ocportunidades para myjeres y homlires
] MINISTERIO PUBLICO A% Cel Bicentenano ce la consolidac:on de nuestra Indapendencia y as la

i ) conmemorac:én de las herocas batallas de Jurin y Ayacucni
N’ UNIDAD MEDICO LEGAL Il AYACUCHC

Ayacucho 28 de Diciembre de 2023

CARTA N° 25 -2024-MP-FN-UML-II-HUAMANGA

Srta: FLOR KATHERINE TINEO MEDINA

Asunto : Aceptar ingreso al laboratorio de Biologia Forense.

Referencia : Solicitud de Srta Flor K. Tineo Medina

Expediente : UML-1120230002354

Tengo el agrado de dirigirme a Usted, para saludarlo cordialmente en atencidn al asunto
y al documento de la referencia, por medio del cual solicita ingreso al Laboratonp de
Biologia Forense de la Unidad Médico Legal Il de Ayacucho, para realizar gl trabajo de
Investigacién para obtener el Titulo de Bidlogo: se le otorga el permiso de ingreso para

el Laboratorio de Biologia Forense durante el tiempo requerido.

Sin otro particular, hago propicia la ocasion para expresarle mi mayor consideracion.

Atentamente,

MGT/

e

UNIDAD MEDICO LEGAL Il AYACUCHO
(511) 625.5555 EXPEDIENTE ' IML-I1X20230{027¢6

Av. Abancay Cdra 5s/nLima - Peru www fiscalia gob pa



Anexo 11. Consentimiento informado para los donadores voluntarios
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, Flor Katherine Tineo Medina, bachiller en Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional San Cristdbal de Huamanga, estoy realizando una
investigacion cuyo titulo es “Determinacion de la concentracion minima de
deteccién de manchas secas de semen con técnicas forenses, Ayacucho
2023” que se estara ejecutando en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y el
Laboratorio de Biologia del Instituto de Medicina Legal de Ayacucho por lo que le
invitamos a participar voluntariamente en este estudio, el objetivo principal es
identificar la concentracion minima de identificacibn de manchas secas de
esperma con técnicas forenses y permitir de esta manera dar un alcance a los
peritos expertos durante el andlisis de los vestigios de esperma humano, dejados
en la escena o en hisopados vaginales, anales, etc.

Si decide participar en este estudio, se iniciara con interrogantes sobre el tema
que duraran alrededor de 5 minutos. Después, se le solicitar4 la donacién de
liquido seminal para llevar a cabo el Espermatograma (Es una prueba que
determina la cantidad y calidad del esperma y de los espermatozoides) en una
clinica privada que tenga valores normales de 20 000,000 - 150 000,000 cel/mL.

Pasos a seguir para la obtencion de la muestra seminal: Se obtendra la
muestra mediante masturbacion, realizada por cada voluntario en un frasco
estéril. Los donadores no realizaran actividad sexual 3 dias antes de la donacion.
Seran transportados al laboratorio de microbiologia ambiental. Su identidad
permanecera reservada. Valoro su tiempo invertido y su amable colaboracién. Su
firma en este documento implica que ha optado por participar tras leer y debatir
los datos contenidos en esta hoja de consentimiento:

CON DN N .

Declaro que mi implicacién es voluntaria y que puedo abandonar mi participacion
cuando lo decida yo mismo. En sefial de consentimiento, doy mi permiso para
involucrarme en el estudio sobre conocimientos y actitudes acerca de la
determinacion de la concentracion minima de identificacion de manchas secas en
el esperma mediante métodos forenses, Ayacucho 2023.

Si desea més informacion sobre esta investigacion o tenga otras dudas puede
comunicarse con el investigador; Tineo Medina Flor Katherine al 941597981 email
flor.tineo.02@unsch.edu.pe

Firma del investigador Firma o huella del paciente
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Anexo 12. Resultados de los e

IPRESS

DEL PILAR

EMPRESA PRESTADORA DE SERVICIOS DE SALUD

spermatogramas realizados a los donadores

Cédigo: 36837
Medico:........ .. .
Edad: 24

CONDICIONES DEL EXAMEN:

Método de obtencién: Masturbacién

Abstinencia sexual: 3 dias

EXAMEN MACROSCOPICO:
PARAMETRO

Color:
Aspecto:

pH:
Volumen
Licuefaccién:

R1
Nombres: DONADO
Fecha: Ayacucho,20/Diciembre/2023

ANALISIS: ESPERMATOGRAMA

Viscosidad:
Debris:
Aglutinacion:

Filancia:

EXAMEN MICROSCOPICO:
=2nlEN MICROSCOPICO:

EXAMEN DIRECTO:
Células Epiteliales:
Leucocitos:
Hematies:
Gérmenes:

MORFOLOGIA:
Formas normales:
Formas anormales:

VITALIDAD:

RECUENTO:
Concentracion de espermatozoides:

Espermatozoides totales por eyaculado:

MOTILIDAD:

Méviles Progresivos (%):
No progresivos (%):
Inméviles (%):

DIRECCION:

URB. MARISCAL CACERES MZA. “C" LOTE 15
AV, 26 DE ENERO N° 396

RESULTADO VALORES DE REFERENCIA
Gris Opalescente Blanco
Homogéneo - opalescente Homogéneo - opalescente
8 72-78
3.4mL 22mL
Completa <60min
Normal Normal
Ausente Ausente
Presente Ausente
Scm <2cm
0-1 x/c
20-25 x/c
2-3xlc
1+
90% >30%
10%
85% 275% espermatozoides vivos
67 300 000 20°000,000 - 150°000,000 cel/mL
228 820 000 > 40’000,000 celleyaculado
85% 250 %
10% 225%
05%
Atentamente,

e RidAnthy IUeitlya (hacalcaje
‘f#‘i 01060 EDICO/ C Tm.p 957’1

Telf.: 066-286690

l.: 913105142
3 clinicadelpilar Ce
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IPRESS

DEL PILAR

EMPRESA PRESTADORA DE SERVICIOS DE SALUD

Cédigo: 36848 Nombres: DONADOR 2
BRI sisinsion Fecha: Ayacucho,21/Diciembre/2023
Edad: 27

ANALISIS: ESPERMATOGRAMA

CONDICIONES DEL EXAMEN:
Método de obtencion: Masturbacion
Abstinencia sexual: 3 dias

EXAMEN MACROSCOPICO:

PARAMETRO RESULTADO VALORES DE REFERENCIA

Color: Blanco Blanco

Aspecto: Homogéneo - opalescente Homogéneo - opalescente
pH: 8.0 72-78

Volumen 3ImL = 2mL

Licuefaccion: Completa <60min

Viscosidad: Normal Normal

Debris: Presente Ausente

Aglutinacion: Ausente Ausente

Filancia: <2cm <2cm

EXAMEN MICROSCOPICO:

EXAMEN DIRECTO:

Células Epiteliales: 0-1x/c

Leucocitos: 4 -6 xic

Hematies: 0-1x/c

Gérmenes: 1+

MORFOLOGIA:

Formas normales: 85 % >30 %

Formas anormales: 15 % )

VITALIDAD: 80 % 2 75% espermatozoides vivos
RECUENTO:

Concentracion de espermatozoides: 20 250 000 20°000,000 — 150°000,000 cel/mL
Espermatozoides totales por eyaculado: 150 750 000 > 40'000,000 cel/eyaculado
MOTILIDAD:

Méviles Progresivos (%): 70% 250 %

No progresivos (%): 20% 225%

Inméviles (%): 10%

Atentamente,

S TuthuueTeluya Clacalcge
NOLBGT MEDICO / C T.M.P 9571

DIRECCION: ADMISION:
URB. MARISCAL CACERES MZA. “C” LOTE 15 Telf.: 066-286690

AV. 26 DE ENERO N° 396 £3 clinicadelpilar Cel.: 913105142
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€2y DEL PILAR

* o X EMPRESA PRESTADORA DE SERVICIOS DE SALUD

DONADOR 3
Cédigo:- Nombres:

Medico: - Fecha: Ayacucho,1 4/Diciembre/2023
ANALISIS: ESPERMATOGRAMA

CONDICIONES DEL EXAMEN:
Método de obtencién: Masturbacion
Abstinencia sexual: 3 dias

EXAMEN MACROSCOPICO:

PARAMETRO RESULTADO VALORES DE REFERENCIA

Color: Blanco Blanco

Aspecto: Homogéneo - opalescente Homogéneo - opalescente
pH: 72 72-78

Volumen 1.9mL =2mL

Licuefaccion: Completa <60min

Viscosidad: Normal Normal

Debris: Ausente Ausente

Aglutinacién: Ausente Ausente

Filancia: <2cm <2cm

EXAMEN MICROSCOPICO:

EXAMEN DIRECTO:

Células Epiteliales: 0-1x/c

Leucocitos: 6-8 x/c

Hematies: 0-1 x/c

Gérmenes: 1+

MORFOLOGIA:

Formas normales: 70% : > 30 %

Formas anormales: 30%

VITALIDAD: 80 % = 75% espermatozoides vivos
RECUENTO:

Concentracién de espermatozoides: 115 500 000 20’000,000 — 150'000,000 cel/mL
Espermatozoides totales por eyaculado: 219 450 000 > 40’000,000 cel/eyaculado
MOTILIDAD:

Méviles Progresivos (%): 60% 250 %

No progresivos (%): 30% 225%

Inméviles (%): 10%

Atentamente,

EL P Ac.
£y LABO 0

Lre. Raud wya Chacalcape |
!t;cﬁgg(m M A8 ey

0 ADMISION:
DIRECCION: ;
URB. MARISCAL CACERES MZA. “C” LOTE 15 Telf.: 066-286690

AV. 26 DE ENERO N° 396 €3 clinicadelpilar Cel.: 913105142
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DEL PILAR

EMPRESA PRESTADORA DE SERVICIOS DE SALUD

DONADOR 4

Cédigo: 36853 Nombres:

Medico............... Fecha: Ayacucho,22/Diciembre/2023
Edad: 29

ANALISIS: ESPERMATOGRAMA
CONDICIONES DEL EXAMEN:

Método de obtencién: Masturbacion
Abstinencia sexual: 7 dias

EXAMEN MACROSCOPICO:

PARAMETRO RESULTADO VALORES DE REFERENCIA

Color: Gris Blanco

Aspecto: Homogéneo - opalescente Homogéneo - opalescente
E 8.0 72-7.8

Volumen 1.6 mL = 2mL

Licuefaccion: Completa <60min

Viscosidad: Normal Nomal

Debris: Ausente Ausente

Aglutinacién: Ausente Ausente

Filancia: 3cm <2cm

EXAMEN MICROSCOPICO:

EXAMEN DIRECTO:

Células Epiteliales: 1-2xlc

Leucocitos: 6-10x/c

Hematies: 0-2x/c

Gérmenes: 1+

MORFOLOGIA:

Formas normales: 85 % > 30 %

Formas anormales: 15 %

VITALIDAD: 90 % 2 75% espermatozoides vivos

RECUENTO:

Concentracion de espermatozoides: 83 500 000 20'000,000 — 150'000,000 cel/mL

Espermatozoides totales por eyaculado: 133 600 000 > 40'000,000 cel/eyaculado
MOTILIDAD:
Méviles Progresivos (%): 65% =50 %
No progresivos (%): 30% 225%
Inméviles (%): 5%

Atentamente,

ST SS QEL PI
<) EF: ?ﬁBD A

o
AC.

10

DIRECCION:
URB. MARISCAL CACERES MZA. “C” LOTE 15
AV, 26 DE ENERO N° 396

3 clinicadelpilar
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Anexo 13. Area de trabajo en el laboratorio de la Unidad Médico Legal Il del
Ministerio Publico de Ayacucho
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Anexo 14. Flujograma de trabajo en la Unidad Médico Legal Il del Ministerio

Publico de Ayacucho

INICIOO DE LA  PARTE
EXPERIMENTAL EN EL
LABORATORIO DE MEDICINA
LEGAL

EXTENDIDO DE LA MUESTRA
RECUPERADO DE LAS TELAS

COLORACION CON CRISTAL
VIOLETA

OBSERVACIONES
MICROSCOPICAS VISTAS A
OBJETIVO 100 X

. A

IMPREGNACION DEL LIQUIDO
SEMINAL EN LAS TELAS A
DIFERENTES CONCENTRACIONES

RECUPERACION DEL LIQUIDO SEMINAL
EN LAS TELAS IMPREGNADAS

CASETS REACTIVOS
DE LA PRUEBA DE
ANTIGENO
PROSTATICO

COLORACION MORADA QUE
NOS INDICA UNA REACCION
POSITIVA PARA FOSFATASA

ACIDA
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Anexo 15. Fotografias de los resultados obtenidos en la investigacion.

a. Reaccion positiva para | b. Casets reactivos de la | C. Observacion
la prueba de fosfatasa prueba del antigeno microscoépica con
acida mediante la prostatico aumento de 100X

coloracién morada.
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TITULO: Determinacion de la concentracién minima para la deteccién de manchas secas de semen con

Ayacucho 2023.

Anexo 16. Matriz de consistencia

técnicas forenses,

TiTULO

FORMULACION
DEL PROBLEMA

OBJETIVOS

MARCO TEORICO

HIPOTESIS

VARIABLES E
INDICADORES

DISENO METODOLOGICO

Determinacion de
la concentracion
minima para la
detecciéon de
manchas secas de
semen con
técnicas forenses,
Ayacucho 2023

JLas técnicas
forenses
detectaran
manchas secas de
semen menores a
200 pL, Ayacucho

2023?

Objetivo General

Identificar la
concentracién minima
para la deteccion de
manchas  secas de
semen con técnicas
forenses- Ayacucho 2023

Objetivos Especificos

-Determinar manchas
secas de semen a
concentraciones
inferiores a 200 pL
mediante la técnica de
fosfatasa acida.

-Determinar manchas
secas de semen a
concentraciones
inferiores a 200 pL
mediante la técnica del
antigeno prostatico
especifico.
-Determinar manchas
secas de semen a

concentraciones
inferiores a 200 L
mediante la técnica de
observacién directa.

Antecedentes
Internacionales

Nacionales

Locales

Marco conceptual
Fundamentos teéricos
Espermatologia forense
Fluido seminal

Importancia de la deteccion
del fluido seminal en casos
de violaciones

Tipos de tela

Técnicas para determinar el
fluido seminal

Al menos una de las
técnicas forense
detectara la
concentracion minima
de manchas secas de
semen en Ayacucho
2023.

Variable independiente
Técnicas forenses:
- Fosfatasa acida

-Antigeno Especifico de la
prostata (PSA)

-Observacién directa al
microscopio

Indicadores

Precision

Sensibilidad

Exactitud
Especificidad

Variable dependiente

Manchas secas de semen
a concentraciones
inferiores a 200 pL

Disefio de investigacion
Cuasi-Experimental

Tipo de investigacion
Aplicada

Material biolégico

232 trozos de tela de 5 cm?
impregnados con semen.

Recoleccion de muestras

Se conseguird cuatro donadores
voluntarios para la obtencion de
fluido seminal baja las normas
establecidas y se proseguira a
realizar un espermatograma

Etapas del trabajo

Etapa pre analitica

Etapa analitica

Etapa post analitica

Analisis estadistico Se
determinara la sensibilidad (S),
especificidad (E) para cada una de

las técnicas y se elaborara la curva
de ROC.
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FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Flor Katherine TINEO MEDINA
RESOLUCION DECANAL N° 524-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la mafiana del dia miércoles cuatro de diciembre del
afio dos mil veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
participando como presidente encargado el Dr. Yuri Oliver Ayala Sulca con memorando N° 386-
2024-UNSCH-FCB con fecha cuatro de diciembre del afio dos mil veinticuatro, el Dr. Saul Alonso
Chuchén Martinez (miembro — jurado), Dra. Kusi Yaranga Palomino (miembro - jurado), Mg. Rilder
Nemesio Gasteld Quispe (miembro — jurado), Mg. Ruth Elsa Huaman De La Cruz (miembro —
asesor), actuando como secretario docente el Mg. Luis Uriel MOSCOSO GARCIA; para presenciar la
sustentacién de tesis titulada: Determinacién de la concentracién minima para la deteccién de
manchas secas de semen con técnicas forenses, Ayacucho 2023, presentado por la Bach. Flor
Katherine TINEO MEDINA,; el presidente luego de verificar la documentacion presentada, indico al
secretario docente dar lectura a la documentacién generada que refrenda el presente acto
académico, luego de ello dispuso el inicio del acto de sustentacién, indicando a la sustentante que
dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de investigacion tal como establece
el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga. Culminada la exposicién, el presidente invit6 a cada uno de los
Miembros del Jurado a participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante.
Culminada esta etapa, el presidente invitd a la sustentante y al publico asistente a abandonar
momentaneamente el Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las
deliberaciones y calificaciones; cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Saul Alonso Chuchén Martinez 17 14 16
Dra. Kusi Yaranga Palomino 17 16 17
Mg. Rilder Nemesio Gastell Quispe 17 15 16
PROMEDIO 16

La sustentante alcanzé el promedio de 16 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizo el
ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga dando a conocer los resultados e indicando
que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las doce del mediodia
con veinte minutos; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

Y

Dr. Yuri Oliver Aydla S Dr. SaMAlgﬁso Chuchén Martinez

Presi ) Miembro - Jurado
‘.
/A 2
Dra.Kusi Yaranga Palomino Mg. Rilder mleio Gasteld Quispe
Miembro - Jurado Miembro - Jurado

ﬁ(&ﬂdﬁaﬂtﬁ S

Mg. Ruth Elsa Huaman De La Cruz Mg. Luis Utll Mc\scoso Garcia

Miembro - asesor S retarlo docente



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 101-2024-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Determinacién de la
concentracion minima para la deteccion de manchas secas de semen con técnicas
forenses, Ayacucho 2023, por FLOR KATHERINE TINEO MEDINA; he constatado por
medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de
5%, grado de coincidencia, menor a lo que determma la ausencia de plagio definido por el
Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacion de la UNSCH, aprobado con
Resolucion del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompaiia el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 31 de diciembre de 2024.

_‘.‘

DIRECTO R
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