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en calidad de Secretaria Docente. El presidente de la Comisién evaluadora inicié el acto
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RESUMEN

El principal problema en que se enfrenta el investigador forense durante la toma

de muestra de manchas de sangre en la escena del delito, es el recojo escaso de

la muestra y la antigijedad de la mancha de sangre, siendo vitales conocer Ia

cantidad y el tiempo de exposicién, en ambientes cerrados, de la muestra

hemética para obtener un certero resultado durante el procesamiento de la

muestra en el taboratorio de biologia forense. El presente trabajo de investigacién,

se desarrollé en el Iaboratorio de Microbiologia Ambiental de la EFP de Biologia -

Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga, durante los meses del diciembre 2014 hasta abril de 2015, tuvo como

objetivo evaluar Ia concentracién de sangre y la antigiiedad de la mancha de

sanguinea que permita determinar el grupo sanguineo �034B�035y �034AB�035.El dise}401o

de investigacién es cuasi-experimental - transversal. En la investigacién se utilizé

dos técnicas forenses basados en el principio de adsorcién�024e|ucién,para tipificar

el grupo sanguineo �034B"y �034AB",en soporte de tela de algodén manchadas con

sangre del grupo sanguineo �034B"y �034AB",a diferentes concentraciones (1%, 2%,

5%, 10%, 25% y 50%), evaluando los mismos soportes de telas cada dos dias,

durante 60 dias. La técnica de Adsorcién-elucién, tuvo como resultado

aglutinaciones en las concentraciones de 10% y 25% en telas manchadas con

sangre del grupo �034AB�034;mientras que la técnica de Adsorcién-elucién

modificado, tuvo como resultado ausencia de aglutinacién en la concentracién

50% en tela manchada con sangre del grupo (considerando Ia ausencia de

aglutinacién como positivo), la mancha de sangre del grupo �034B�035fue 25%, en la

mancha de sangre del tipo �034AB�035no posee una concentracién éptima. Para ambas

técnicas no existe un tiempo de antigiledad de las manchas éptimas, ya que los

resultados se mantienen considerablemente constantes durante los 60 dias.

Palabras clave: Hematologia forense, manchas, concentracién, antigeno,

anticuerpo, aglutinacién, adsorcién - elucién, alb}402minabovina, isoaglutininas.
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I. INTRODUCCION

Las manchas encontradas en la escena del crimen se han constituido como

elemento esencial en la resolucién de investigaciones judiciales. Establecer su

origen y grupo sanguineo aporta informacién }402tilen el proceso de inclusién o

exclusién de sospechosos o victimas�030.

Para efectuar Ia individualizacién de personas se emplean métodos diversos.

Todos son importantes, y no obstante unos sean mas efectivos que otros, al

aportar datos més infalibles, ninguno debe descartarse, pues en ocasiones el

resultado de una identificacién plena obedece al uso vinculado de varios de estos

métodosz.

En muestras de sangre fresca, el problema es mas simple ya que se reduce a

evidenciar la presencia de los antigenos de los eritrocitos mediante reacciones de

aglutinacién con antisueros especificos. En manchas de sangre seca, |as células

se han roto (hemélisis) y por lo tanto |as pruebas de aglutinacién directa no son

viables; sin embargo, los antigenos del sistema ABO no se desnaturalizan tan

répidamente debido a la sequedad y sobreviven por alg}402ntiempo, conservando la

capacidad de aglutinacién antes mencionada. La formacién de la reaccién

antigeno-anticuerpo es la base de todos los métodos empleados en la deteccién

de antigenos en el estroma de las células rojas de las manchas de sangre secaz.

Entre las técnicas mas utilizadas esta'n |as de Luminol, Fenolftaleina y Piramidén,

como indicadoras de la existencia de sangre, Takayama para con}401rmarsu

presencia, lnhibicién de la Aglutinacién para comprobar si la sangre es humana y

Absorcién-Elucién para determinar el grupo ABO de la muestra3.

1.1. Objetivo general

Evaluar Ia concentracién de sangre y la antig}401edadde la mancha de sangre.

éptimas que permitan determinar el grupo sanguineo �034B"y �034AB�035,utilizando dos

técnicas forenses.

1



1.2. Objetivos especificos

o Conocer las concentraciones de sangre éptimos. que permitan determinar el

grupo sanguineo �034B�035y �034AB�035en telas manchadas de sangre, utilizando dos

técnicas forenses.

- Conocer Ia antigiiedad de mancha de sangre en telas, que permitan

determinar el grupo sanguineo �034B�035y �034AB�035,utilizando dos técnicas

forenses.

2



ll. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Franco�034.2002, En 1901, Ladsteiner descubrio la existencia del sistema ABO, al

observar que la sangre humana tenia caracteristicas individuales que se

manifestaba por reacciones de aglutinacién, pues encontro que los eritrocitos o

glébulos rojos de unas personas eran aglutinados o agrupados por el suero

sanguineo de solamente algunos otros individuos.

Franco�030.2002, El mismo Landsteiner, en coiaboracién con Miller, aporta el método

clésico de absorcién para la determinacion del grupo sanguineo del sistema A, B,

0, en manchas de sangre seca en 1925, método que es descrito por Wiener con

el nombre de técnica de absorcién-Inhibicion y utiiizado tanto para el sistema A,

B, O, como para los Antigenos Eritrocitarios M, N, descubierto en el ano 1927

también por Landsteiner.

Franco�030.2002, En 1960, Kind introduce el método de Absorcién-Elucion que viene

a abolir el tradicionai de Absorcién-lnhibicion para determinaciones de los grupos

A, B, O. Nichols y Pereira en 1962, reportan su uso tanto para el sistema A, B, O,

como para el M, N. Lincholn en 1968 y Dodd efectuan experiencias con técnicas

de elucién para la deteccién de los antigenos del sistema Rh.

Cacarico5. 2003, en su trabajo se}401alaque el estudio de los aspectos fisicos,

quimicos y serologicos de las manchas de sangre pueden Ilevar a conseguir

demostrar uno o mas de los siguientes aspectos: La participacién de personas y

objetos en una accién criminal: aproxima a la forma en que se Ilevé a cabo un

determinado suceso; identificar un cuerpo desconocido; determinar, por anélisis

toxicolégico, la causa de una muerie; finalmente, en otros, saber si se trata de una

muerte por homicidio, suicidio, accidente o por causas naturales.

Lopez�034.2003 en su trabajo se}401alaque para el anélisis de manchas de sangre,

enfocadas en ei a'rea de criminologia, Ia caracterizacién de las mismas se basa

en la determinacién del tipo sanguineo, donde los cientificos forenses determinan

3



primero si tienen una adecuada calidad de y si es sangre. Para su preservacién

|as muestras se pueden dejar secar a temperature ambiente y evitando su

exposicién al sol, hasta tiempos determinados. La buena recoleccién y

preservacién de muestras de manchas de sangre es importante, para su buena

caracterizacién.

2.2. Criminalistica

Discipline auxiliar del derecho penal que se ocupa del descubrimiento y

verificacién cientifica del delito y del delincuente. AI incluir a la criminalistica en el

grupo de las ciencias forenses se Ie da la calidad cientifica que se requiere en el

mundo de hoy a toda investigacién de un presunto hecho delictivo, ya que se

menciona que utilizaré todos sus conocimientos y métodos; es decir, la aplicacién

de todas las experiencias aprendidas de otras ciencias, asi como los

procedimientos que se siguen para hallar la verdad y ense}401arla,coadyuvando con

esto de manera cientifica en la administracién de justicia, coiaborando con la

aportacién de elementos cientificos en la procuracién e imparticién de justicia.7

2.3. Biologia Forense

Anélisis e interpretacién de las evidencias como sangre, semen u otros fluidos

corporaies en la escena de un delito para resolver problemas judiciaies y forenses

asi como |as pruebas de paternidad que determinen en Liltima instancia la

panicipacién de los implicados 0 el parentesco familiar�034.

2.4. Hematologia forense

Es el estudio de la morfologia, serologia y bioquimica de la sangre aplicando a la

criminalistica, la hematologia forense nos ayuda en la administracién de justicia

tanto en ei aspecto identificador como reconstructor de la escena de un hecho

deIictivo9.

La sangre, con todas las propiedades que hemos visto constituye Ia mayor

evidencia biolégica en una escena de crimen que nos permite reconstruir

précticamente un hecho violento aporténdonos informacién detallada de cosas

muy especificas�035.

La b}402squedade las manchas heméticas debe hacerse en el escenario del crimen,

revisando minuciosamente todas las super}402ciesy los objetos que en el que se

encuentren. Las manchas pueden hailarse en la victima en el piso, paredes, sobre

alfombras o debajo de estas, en cortinas, armas, etc�034.

2.4.1. Mancha

Por marcha se entienda toda modificacién de color, toda suciedad, toda adicién

de una materia extra}401a,visible 0 no, en la super}401ciedel cuerpo humano, sobre
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instrumentos, o sobre un objeto cualquiera del cuerpo humano, determinada por

el depésito de un producto liquido, blando y algunas veces solido, de cuyo estudio

se pueden establecer relaciones de la intervencion o participacién de una persona

o cosa en un hecho delictivo�035.

2.4.2. Mancha de sangre humana

En |as investigaciones de los delitos en donde esta implicada la violencia, asi como

también ciertos delitos contra la integridad de las personas; la sangre constituye

una prueba de gran valor y es la que con mayor frecuencia puede presentarse.

Los restos de sangre pueden aparecer en el lugar del delito en forma liquida o

como una mancha�035.

Los patrones de la mancha de sangre habla mucho de la posicion y del movimiento

durante el crimen, qué sucedié primero, de que manera, y cuéntas veces. El

aspecto de la mancha de sangre varia con la antigiiedad, cantidad y el soporte

sobre el que recaen. En los tejidos absorbentes y claros las manchas recientes

presentan un color rojo oscuro, que con el tiempo tiende a ennegrece mas. Si |as

manchas han sido Iavadas con agua, el color se hace rosa y el pigmento difunde

al tejido, si bien de un modo irregular, con los lugares mas densos que otros. El

aspecto de la mancha, como de haber sido Iavada, debe poner en guardia al

perito, porque las lejias y los acidos modifican |as caracteristicas estruclurales de

los componentes de las manchas dando lugar a causas de error en la

investigacién�035.

2.5. Sangre

La sangre es un tejido Iiquido que recorre el organismo, a través de los vasos

sanguineos, transponando células y todos los elementos necesarios para realizar

sus funciones vitales. La cantidad de sangre esta en relacién con la edad, el peso,

sexo y altura. Un adulto tiene entre 4,5 y 6 Iitros de sangre, el 7% de su peso�035.

2.5.1. Composicién de la sangre

La sangre esta formada por un Iiquido amarillento denominado plasma, en el que

se encuentran en suspension millones de células que suponen cerca del 45% del

volumen de sangre total. Una gran parte del plasma es agua con el 91%. La sangre

humana contiene unos corpusculos o glébulos rojos, llamados eritrocitos o

hema}401es;los globules blancos que reciben el nombre de leucocitosz y las

plaquetas Ilamadas trombocitos. La sangre transporta muchas sales y sustancias

orgénicas disueltas�035.

La sangre tiene una densidad relativa que oscila entre 1.056 y 1.066. En el adulto

sano el volumen de la sangre es una onceava parte del peso corporal, de 4.5 a 6
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litros. El pH de la sangre es aproximadamente de 7 a 7.5. El biéxido de carbono

reacciona con el agua para formar un écido carbénico. H2CO3, por lo que el

incremento de la concentracién de biéxido de carbono aumenta Ia acidez de la

sangre, lo que a su vez hace disminuir la capacidad de la hemoglobina para

acarrear el oxigeno, el aumento de biéxido de carbono acidifica Ia sangre y la

capacidad de la hemoglobina de Ilevar el oxigeno disminuye en una solucién

écida�035.

2.6. Investigacién en sangre seca

El objetivo final en Biologia Criminalistica, en cuanto a sangre se refiere, es tipificar

la mancha e identificar Ia fuente de origen; de ahi Ia importancia de analizar Ia

mayor cantidad posible de antigenos, que permitan arribar a conclusiones

precisas. Estas determinaciones esta'n limitadas por algunos efectos propios del

hecho 0 de la fragilidad de la huella hematica, tales como: poco material

disponible, caracter de irrepetibilidad, interferencia del soporte, antig}402edadde la

mécula, presencia de contaminantes y factores ambientales�035.

Por otra parte, Ios efectos ambientales, fundamentalmente el medio humedo,

facilitan el crecimiento de microorganismos que actuan como contaminantes,

Ilegando a producirse, durante el diagnéstico del grupo sanguineo, falsas

aglutinaciones por expresién predominante del antigeno de los microorganismos.

Atendiendo a que en las condiciones de la sangre seca, los hematies estén

destruidos y no es posible visualizar las reacciones antigeno-anticuerpo por el

fenémeno de aglutinacién, es necesario aplicar métodos indirectos�034.

En sangre seca, al realizar los estudios de individualidad, debe preveerse, en lo

posible, que se tomen areas maculadas préximas a la zona de mayor intensidad

(costras); y desecharlas, si se pudiera, al considerar que durante el proceso de

secado los componentes del plasma tienden a quedar hacia |as éreas exteriores

de la mécula, concentréndose en el centre, seg}402nsu densidad, los estromas

eritrocitarios�035.

Otro aspecto a considerar en la investigacién de las maculas, es la deteccién del

mecanismo que motivé su formacién. Se pueden distinguir los siguientes

mecanismos�035:

2.6.1. Proyeccién: Cuando Ia sangre sale proyectada con cierta fuerza, bien

describiendo una curva parabélica 0 en caida Iibre�035.

2.6.2. Escurrimiento: La sangre, por determinada concentracién, forma regueros

o charcos, al ir cayendo por la accién de la gravedad�035.
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2.6.3. Contacto: Cualquier objeto ensangrentado deja una impresién al contactar

con un receptor. En Ios casos de mayor concentracién se Ie denomina

impregnacién�035.

2.6.4. Limpiadura: Es un mecanismo mixto de contacto e impregnacién. En ella

generalmente decrece la intensidad del color hacia uno u otro sentido�034.

2.7. lnmunologia eritrocitaria

2.7.1. Antigeno

El antigeno puede ser de}401nidocomo una sustancia que, introducida

parentalmente en un individuo, es capaz de estimular Ia produccién de un

anticuerpo, el cual reaccionara con el antigeno que lo estimu|c'>�0305.

2.7.2. Anticuerpo

Los anticuerpos son proteinas que se refieren a una u otra clase de

inmunoglobulinas, cuya sintesis se estimula después de la entrada parenteral del

antigeno. Los anticuerpos o aglutininas poseen la capacidad de interreaccionar

especificamente con el antigeno dado, Io cual se debe a los dominios presentes

en cada molécula de anticuerpo�035.

2.7.3. Reacciones antigeno �024anticuerpo

Las reacciones de la interaccién especifica de los anticuerpos séricos con los

antigenos, contra Ios cuales estan dirigidos, son fenémenos de super}401cieque no

alteran Ia estructura primaria de las moléculas involucradas, y tienen como

caracteristica�034:

a. Especificidad

El anticuerpo puede fijarse (micamente con el antigeno de procedencia. Este

concepto se aplica a la deteccién de todos los sistemas de grupo sanguineo, ya

que las reacciones pueden ocurrir in vivo 0 in vitro, mediante Ia adsorcién. Es el

denominado principio /lave-cerradura�0305.

b. Reversibilidad

Esta reaccién antigeno-anticuerpo, constituye una reaccién de equilibrio sometida

a la Iey general de accién de masas, siendo necesario para el desplazamiento del

equilibrio, ciertas condiciones de pH, fuerza iénica y temperatura, lo que posibilita

Ia separacién del anticuerpo, de su antigeno. Este proceso es conocido como

elucién�0305.

2.7.4. Antigenos de los grupos sanguineos

Las membranas de las células del organismo humano incluyendo Ios eritrocitos

estén formadas por varias capas de moléculas Iipidicas, proteicas y carbohidratos
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distribuidos en tal forma que permiten una separacién entre el medio intracelular

y el medio extracelu|ar�0305.

Los carbohidratos se encuentran formando oligosacaridos y polisacéridos que en

su mayor parte estan Iigados a Iipidos y proteinasw.

Muchas de estas sustancias, es decir, glicolipidos y glicoproteinas tienen

capacidad antigénica y constituyen Ios Ilamados grupos sanguineos�035.

Estos antigenos pueden formar parte de la membrana del glébulo rojo como ser

el antigeno Rh que es una Iipoproteina o estar adherido a la super}401ciede los

glébulos rojos, como Ios antigenos ABO que quimicamente son lipopolisacéridos.

Algunos antigenos sanguineos (Ej. ABO) estén presentes en la mayoria de los

tejidos y liquidos corporales y otros como el Rh, K, etc. Limitados y formando parte

de las membranas de los glébulos rojos�035.

2.8. Aspecto bioquimico del grupo sanguineo ABO

Los glébulos rojos de las personas del grupo �034O�035carecen de antigenos A y B, pero

poseen antigenos H, la sustancia precursora de A y B. Las cadenas de

carbohidratos que llevan antigenos ABH pueden ser Iigados a moléculas

transportadoras de proteinas (glicoproteina), esfingolipidos (glicoesfingolipidos),

o Iipidos (glucolipidos). Las glicoproteinas o glicoesfingolipidos que transportan

los antigenos A y B son parte integral de las membranas de los glébulos rojos,

células epiteliales y endoteliales y también estén presente en el plasma, en forma

soluble�035.

AntI'genoA ___ A�035�0349e�035°B -__
Gal - @up/3:-.48!-.3 "H3 5' 4 B'"�0303

�034.2 al-~2

@ @
Antigeno H Gal = Galactosa

® @ @ ' " G|cNAc = N-acetilglucosamina

. 5"�035Bl-3 Fuc = Fucosa

at-2 Ga|NAc = N-acetilgalactosamina

I
Figura N�03401: La galactosa a}401adidaa la Gal subterminal con}401ereactividad B; la Ga|NAc agregada

a la Gal subterminal con}401ereactividad A, si no existe fucosa, que termina actividad H, }401jadaal

carbono 2, la galactosa no acepta glucidos en el carbohidrato 3 �0307.

8



Los antigenos A, B y H se constituyen en cadenas de carbohidratos, que difieren

en la ligadura y composicién del disacérido terminal; existen por lo menos seis de

estos tipos de Iigaduras disacéridos. Las cadenas tipo 1 difieren de las de tipo 2

en la ligadura de la Gal terminal al disacérido G|cNAc. Las estructuras de Tipo 1,

A, B y H se detectan en secreciones, plasma y tejidos derivados del endodermo.

No son sintetizadas por los glébulos rojos pero se incorporan en la membrana

eritrocitaria desde el plasma�035.

NH: \�030\"L

�030 0- N-glicano �034

3 �030 3 0-glicana *

ts�035 �030<;0OH -�030~;,.-.,.glucollpido it * :2

P1 P,
F * P
, , NH

5/ Z�031 2 :7 Exterior

�030 I * \ *1 Ax I \ l I i I I . I 1 I x
I I 1 y 1 I I �030 q

U U U U U U U U U L. U U U U U U U U U U U U. U U U U U_ U U
ca�0302-5;» 3-3:" 19,; :.v 2:? vs; '59 es.-3 «:3 v-..:= 5*-.r= {£9 (se: <9: sq;-= L! f::.- 2:}

coon mg, coon NH, coon '"�030e�035°'

Proteina de Proteing qe Protefna

un pasaie P358195 multiples Iigada a GPI

Figura N° 02: Representacién esquemética de los antigenos de la membrana

eritrocitaria, que muestra Ia glucosilacién de las proteinas y los Iipidos. GPI =

glucofosfatidilinositol."

2.8.1. Factores que afectan Ia aglutinacién eritrocitaria

La aglutinacién es una reaccién quimica reversible que se desarrolla en dos

etapas:

A. Primera etapa - sensibilizacién

Antes de la union, Ios antigenos y anticuerpos deben encontrarse y crear un nexo

espacial apropiado. La posibilidad de asociacién puede incrementarse por

agitacién, centrifugacién o variacién de la concentracion relativa de anticuerpos y

antigenos".

La sensibilizacién requiere el establecimiento de puentes quimicos no covalentes

entre los antigenos y anticuerpos. Las fuerzas de union suelen ser débiles (en

comparacion con los puentes covalentes intermoleculares) y solo act}402ana muy

corta distancia. La combinacién antigeno-anticuerpo es reversible y los puentes o

uniones se crean y rompen de manera constante hasta alcanzar el equilibrio�035.

_a.1. Uniones quimicas

Diferentes tipo de uniones quimicas son responsables de la fijacién de anticuerpos

a antigenos, como los puentes de hidrégeno, |as uniones hidréfobas, |as uniones
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electrostéticas o iénicas y las fuerzas van der Waals. Estos tipos de uniones

quimicas son relevantes en la inmunohematologia, porque los diferentes tipos de

uniones tienen diferentes caracteristicas termodinémicas; pueden ser exotérmicas

o endotérmicas. A su vez, |as caracteristicas termodinémicas pueden afectar los

fenémenos serolégicos que se observan en las pruebas. Por ejemplo, Ios

antigenos de tipo carbohidratos suelen formar puentes de hidrégeno exotérmicos

con los sitios de combinacién de los anticuerpos resultando en puentes que son

més fuertes a temperaturas bajas. En contraste, Ios puentes hidréfilos que se

forman con antigenos proteicos son endotérmicos y son ma's fuertes a

temperaturas més altas�035.

a.2. Constante de equilibrio (a}401nidadKn) de los anticuerpos

Esté determinada por las tasas relativas de asociacién y disociacién. La Kuvaria

de acuerdo a cada reaccién antigeno-anticuerpo. Esta constante re}402ejael grado

de asociacién y unién mutua del antigeno y el anticuerpo (valor de ajuste) y la

velocidad de la reaccién. Cuanto més alto es el valor de K0 mayor es la asociacién

o �034ajuste�035.Cuando el valor de K0 es grande, la reaccién es més ra'pida y la

disociacién es més dificil; estos anticuerpos podrian tener mayor relevancia

clinica. Cuando K es reducida, la deteccién puede requerir una tasa de anticuerpos

més elevada con respecto a la de antigenos�035.

a.3. Temperatura

La mayoria de los anticuerpos de grupo sanguineo reacciona en rangos térmicos

restringidos. La temperatura éptima antigeno-anticuerpo se vincula més con el tipo

de reaccién y la naturaleza quimica de los antigenos, que con la clase de

anticuerpos. Estos anticuerpos se dividen en dos grandes categories: los reactivos

en frio (por ejemplo, 4-25°C) y los reactivos en caliente (porejemplo 30-37°C). Los

antigenos de tipo carbohidratos suelen relacionarse con anticuerpos �034reactivosen

frio�035y los proteicos con anticuerpos �034reactivosen ca|iente�035�0307.

a.4. pH

Las modificaciones de pH pueden afectar |as uniones electrostéticas. Se

desconoce el pH éptimo de la mayoria de los anticuerpos de grupo sanguineo

significativas, pero se supone que se aproxima al rango fisiolégico. Ciertos

anticuerpos ocasionales, en particular algunos anti M, reaccionan més a pH bajo.

En la mayoria de las pruebas de rutina debe emplearse un pH de alrededor de 7.

La solucién salina almacenada tiene un pH de 5-6. La solucién salina amortiguada

es una alternativa y puede ser Cntil especialmente para los estudios en fase sélida."
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a.5. Tiempo de incubacién

El intervalo necesario para alcanzar el equilibrio depende del anticuerpo de grupo

sanguineo del que se trate. Las variables significativas incluyen requerimientos

térmicos, clase de inmunoglobulina e interacciones especificas entre la

configuracién antigénica y el sitio Fab de los anticuerpos el agregada de agentes

potenciadores al sistema puede abreviar el intervalo de incubacién necesario para

alcanzar el equilibrio�035.

En los sistemas salinos que ulilizan suero antiglobulinico para demostrar Ia fijacién

del anticuerpo, la incubacién a 37°C durante 30 �02460 minutos permite detectar Ia

mayoria de los anticuerpos significativas. En el caso de algunos anticuerpos

débilmente reactivos, Ia asociacién podria no alcanzar el equilibrio en 30 minutos

y la prolongacién de la incubacién podria incrementar la sensibilidad de la prueba.

La extension mas alla inconvenientes, excepto la demora en la obtencién de los

resultados�035.

a.6. Potencia iénica

En ta solucion salina normal, Ios iones Na�030y CI�030se agrupan y neutralizan en parte

|as cargas opuestas de las moléculas de antigenos y anticuerpos. Este fenémeno

impide su asociacion. No obstante, si se disminuye Ia potencia iénica del medio,

el efecto protector se debilita y la atraccién electrostatica aumenta. La reduccién

de la concentracion salina del sistema suero-células acrecienta la tasa de

aproximacion de los antigenos y anticuerpos y podria incrementar Ia cantidad de

anticuerpos unidos�035.

a.7. Proporcién antigeno-anticuerpo

El exceso de antigenos en relacién con los anticuerpos podria resultar en una

captacién optima de los anticuerpos. En |as pruebas de inhibicién o adsorcién,

esta circunstancia es L'1tiI. Sin embargo en la mayoria de los estudios eritrocitarios

el exceso de antigenos reduce el numero de moléculas de anticuerpo unidas por

glébulo rojo, limitando su capacidad de aglutinacién. Por lo tanto en la mayoria de

los procedimientos de rutina es preferible contar con anticuerpos en exceso".

B. Segunda etapa - aglutinacién

Una vez que los anticuerpos se han unido a los antigenos de la super}401cie

eritrocitaria, |as células sensibilizadas se conforman en una red 0 malla. Este

hecho permite visualizar Ia reaccién. El tama}401oy las propiedades fisicas de las

moléculas de anticuerpo, la concentracién de los sitios antigénicos en cada célula

y la distancia entre las células, afectan la aglutinacién�035.
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Los puentes establecidos entre los anticuerpos Iigados a los sitios antigénicos de

glébulos rojos adyacentes suelen resultar de la colisién al azar de las células

sensibilizadas. En condiciones isoténicas, Ios glébulos rojos no pueden

aproximarse a menos de 50 -100 A".

:Fi%�030~

" �030JQ+ __

}401g5%; V;

A:a:;°suul;:ase:i°a"�030e Aclrente a|Ag Mgwnmclgn m':�030:/;�030

Figura N�03403: Fenémeno de ag|utinaci<')n�0305

2.9. Importancia de la albumina bovina

La Alb}402mivnaBovina, es un reactivo complementario a las técnicas inmune-

hematolégicas diversas para potenciar Ia reaccién entre anticuerpos de clase lgG

y sus antigenos correspondientes. La albumina actua disminuyendo el potencial

zeta y aumentando Ia constante dieléctrica del medio, con lo cual la fuerza de

repulsién entre hematies se reduce facilitando su aglutinacién. La albumina bovina

tiene muchas aplicaciones como en la deteccién de anticuerpos irregulares,

pruebas de compatibilidad, identificacién y titulacién de anticuerpo (determina Ia

tasa de anticuerpos resultante del embarazo y/o de reacciones transfusionales) y

tipaje de antigenos. También usados en procedimientos bioquimicos como ELISA,

Western Blot y como nutriente en cultivos celuIares�0309.

2.10. El método adsorcién y elucién

En el cual se mezclan a los sueros anti-A y anti-B (eventualmente también anti-H)

|as muestras que se deben analizar, cuyos aglutinégenos absorben entonces,

como en el método precedente, Ias aglutininas de los sueros. Pero esta vez, el

excedente eventual de aglutininas es eliminado, mientras que las aglutininas

absorbidas se extraen mediante un procedimiento adecuado y se tratan con una

suspensién de glébulos rojos conocidos. También aqui, se identifica el grupo de

la muestra observando si hay o no aglutinacién. Pero, contrariamente al método

por absorcién e inhibicién, aqui el acontecimiento significativo es la aglutinacién

en ciertas pruebas de suero.�030
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2.11. El método adsorcién e inhibicién

Que consiste en buscar Ia disminucion �030dela dosificacién de un suero

estandarizado anti-A, anti�024By anti-H (0), en funcién de la presencia de antigenos

homélogos sobre el substrato por examinar�030.

Para eilo, se utilizan dos series de sueros, uno que contiene los anti-A, el otro Ios

anti-B, en concentraciones diversas y conocidas. A cada uno de dichos sueros se

a}401adeuna fraccién de la muestra y se deja que sus aglutinas reaccionen con los

agiutinégenos de este Ultimo, implicando esta reaccién Ia absorcién de aglutininas

por los aglutinogenosf�030

2.12. Fundamento de la técnica adsorcién - elucién

En muestras de sangre fresca, el problema es mas simple ya que se reduce a

evidenciar la presencia de los antigenos de los eritrocitos mediante reacciones de

aglutinacién con antisueros especificos. En manchas de sangre seca, |as células

se han roto y por lo tanto |as pruebas de aglutinacién directa no son viables; sin

�030 embargo, los antigenos del sistema ABO no se desnaturalizan tan répidamente

debido a la sequedad y sobreviven por algun tiempo, conservando la capacidad

de aglutinacion antes mencionada. La formacién de la reaccion antigeno-

anticuerpo es la base de todos los métodos empleados en la deteccién de

antigenos en el estroma de las células rojas de las manchas de sangre seca. El

método tradicional de absorcion-inhibicién fue utilizado durante varios a}401oscon

ese fin, pero es menos confiable comparado con otras técnicas modernas, como

la de absorcién-elucién. Cuando |as muestras de sangre seca se retienen sobre

un soporte adecuado (ejemplo: fibras textiles), |as particulas que se adhirieron,

conservan de forma eficiente el material antigénico. Esta (Jltima técnica esta�031

fundamentada en un primer proceso de absorcion especifica entre la mancha

problema y su anticuerpo correspondiente; una vez completada Ia absorcién, el

anticuerpo sobrante se elimina lavando con solucién salina fria. La reaccién

antigeno-anticuerpo se disocia calentando a 56 °C; el anticuerpo eluido se pone

en contacto con globulos rojos Iavados de propiedades antigénicas conocidas,

finalmente Ia aglutinacion indica la presencia de un antigeno de la misma

especificidad que el de las células usadas como testigo conocido. La técnica de

absorcion elucién es actualmente Ia mas satisfactoria para la determinacién del

grupo del sistema ABO en manchas de sangre seca y también se sabe que puede

usarse para los sistemas MN y Rh, aun cuando en el primero sus antigenos son

mas dificilmente deteciables por la inespecifidad y mala calidad de los antisueros
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disponibles. Y en el caso del Rh se requiere mayor cantidad de muestra por tener

que estudiarse el Rh propiamente dicho y los otros grupos del sistema�030-

La técnica de absorcién-inhibicién debe ser empleada de todas maneras

simulténeamente a la anterior para la determinacién de grupo en manchas de

sangre, y por otra pane es importante se}401alarque es el procedimiento de eleccién

en la determinacién de grupo en saliva y semen, }402uidosorgénicos en los que el

antigeno se encuentra en forma soluble�030-

1 2

>�024�024�024L >�024�024J.

>�024�024L >�024L

>�024�024�024L >�024�024A

�030tratamientocon antisuero. El Ac 52 El exceso de ac se remueve mediante

une a su Ag especl}402oo Iavados

3 4

5/ �030I;\<
it 4} £1» it

>�024�034LL}
Agregar Gr

oonocldos

;\< as

>�024�024�024L¢V4�030

5! hubo reaccién Ag-Ac, uno y otro se Se observaré aglutinad}401nsl el Ag

separan al elulr por calentamlento. presente en Ios Gr agregada: se

quedando 2! Ac en la fase liquid: encuentra en la muestra problema

Figura N" 04: Fundamento de la técnica de Adsorcién �024elucién, y el fenémeno de

elucién mediante el rompimientos de los enlaces puente de hidr<�031>geno_mediante

temperature elevada.�030
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2.13. Fundamento de la técnica adsorcién - elucién modificado

Esta técnica deriva del método adsorcion - inhibicién, también podria denominarse

de absorcién �024dilucién. Consiste en confronlar porciones de las manchas a

analizar con suero anti A y anti B, respectivamen1e.2°

Una vez superada esta etapa, durante la cual se produciré la formacién del

�030 complejo antigeno �024anticuerpo, se procede a diluir la solucién del suero tipificador

donde estaran los anticuerpos no reaccionantes con una progresion aritmética,

1/2, 1/4, 1/8, etc. Finalmente se delermina el titulo o concentracién de los

anticuerpos no reaccionantes mediante el agregado de gotas de suspension de

glébulos rojos determinéndose hasta que concentracién puede verificarse la

formacién de aglutinacion. Con los blancos no debiera producirse reaccion por lo

tanto ese sera el titulo ma'ximo en donde no hubo �034consumo�035de anticuerpos

originales. De haber en las muestras una disminucién de titulo esa circunstancia

nos estaria indicando la presencia en la muestra del antigeno respective.�034

Para efectuar el ensayo se requiere una poli cubeta de vidrio transparente, con 4

hileras de excavaciones, siendo Io ideal que cada hilera conste de un minimo de

12 pocillos (o también usar tubos de ensayo en vez de pocillos). En la primera

excavacién de cada hilera se coloca una alicuola del material a analizar, blancos

y muestras respectivamente (2 y 2). En un par se colocan II gotas de suero anti A

y en el otro de suero anti B, diluidos 1/32. Se tapan las excavaciones con una

placa de vidrio para impedir la concentracién por evaporacién y se deja un minimo

de 2 horas en repose.�034

El reactivo utilizado aporta anticuerpos que reaccionaran con el antigeno

correspondiente segfm el diagrama antigénico de la sangre analizada, durante

esta formacién los anticuerpos reaccionantes se adhieren firmemente a los

antigenos respectivos de modo que los anticuerpos sobrantes estén en menor

concentracion que la original, cosa que se respeta por ausencia de antigeno en la

muestra, tal como sucede en los denominados blancos."

Al finalizar el periodo de incubacion, se coloca en cada una de las excavaciones

restantes una gota de solucién fisiologica y a continuacién se transfiere una gota

del Iiquido de la primera excavacion a la segunda, sé homogeniza, se pasa una

gota de la segunda a la tercera, se homogeneiza y asi sucesivamente hasta

terminar. El resultado que en cada excavacion la concentracién es la mitad de la

anterior. Siendo la concentracion original de los anticuerpos anti A y anti B, 1/32,

quedara 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048, 1/4096, 1/8192, etc?"
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Finalmente mediante el agregado de I gota de suspensién de glébulos rojos

Iavados A y B respectivamente a cada excavacién se podré establecer el titulo o

concentracién remanente en cada hilera observando cual es la dilucién méxima

en la cual se produce aglutinacién, es decir acumulo de glébulos rojos formando

el ya mencionado "racimo�035.2�030

Como ya dijimos, en los blancos no hay reaccién de modo que en esas hileras Ia

concentracibn original no estaré alterada y por lo tanto alli se observaré el mayor

titulo. Por el contrario, si hubiera interaccién antigeno-anticuerpo. el consumo de

anticuerpos que sucederia en dicha reaccién, generaré una disminucién del titulo

respective de anticuerpos A 6 B, o ambos, seg}401nel caso. Se establece oomo

disminucién significativa un minimo de dos niveles. Como vemos una disminucién

del titulo blanco con respecto a la muestra, esté indicando la presencia de los

antigenos correspondientes?�030

gm

:E~§<, ->%~ >2�034 2%
< nu �030

.1 E # If�030

23. )cf«
ii�034 >{~

m}401 .

A - 3�030 3% >=�254-3%
8% \ �030

Tratamientu con anlisuero: Todos los anliwerpos estas aopados Antlganos hamologas

los antigenos se une a los can Ios antlgenos espacl}401cos Ausencia de aglutinacion

antiwerpos especi}401cos

2 0 9 6
�030win:-::i<' «xiv '_. I�030-�030 (i

<3 \ I . 0 . .

*- �030>3:"* �030>3:' '2§ I :9 - 1% - �030

K 3:�031�024 >=�254« ~ - :44K :1 I I

It 0 0 , u

8 3 /of 0 O 9 I ' '

0'�035\ . . 0 . �030 .
Z

_ Tratamiento oon antisuem no espacl}401oos Todos los anticuerpos ss unen Anllgenns exlra}402oslihres

los antigenos no une a los anticuerpos a sus antlgenus homblogos Prasencia de aglulinacién

Figura N° 05: Fundamento de la técnica de Adsorcién �024elucién modi}401cado,y el

fenémeno de inhibicién de los anticuerpos.�030
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién de zona de estudios

El presente trabajo de investigacién se realizé en el ambiente del Iaboratorio de

Microbiologia Ambiental de la Escuela de Formacién profesional de Biologia de la

Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga, distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga, departamento de

Ayacucho a una altitud de 2760 m.s.n.m. con una temperatura promedio de 19,5°C

y una humedad relativa promedio de 46%.

3.2. Muestra

Se consideré a 04 personas voluntarias que perlenecieran al sistema del grupo

sanguineo �034B"y �034AB"de la ciudad de Ayacucho.

3.2.1. Sistema de muestreo

El sistema de muestreo fue del tipo intencional, se trabajé con personas

voluntarias.

3.2.2. Caracteristicas de la muestra

Las muestras de sangre obtenida para el experimento, fueron de personas

mayores de 20 a 25 a}401os,entre mujeres y varones.

3.3. Fase pre-analitica

3.2.1. Desinfeccién del érea de trabajo

Se desinfeclé la mesa de trabajo con alcohol 96° y con lejla al 5%, antes y después

de cada ensayo.

3.2.2. Preparacién de la muestra

- Se obtuvo sangre venosa 6 �0248 ml por goteo en tubos con EDTA 5.4 mg, para

cada uno de los grupos sanguineos: �034B"y �034AB�035.

- Se diluyeron |as muestras de sangre con solucién salina fislolégica de la

siguiente manera: 1/2 (50%), 1/4 (25%), 1/10 (10%), 1/20 (5%), 1/50 (2%),

1/100 (1%), Repitiendo para cada uno de los grupos sanguineos

mencionados.
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- _Se manché por goteo en las telas de algodén (color blanco) con dimensién de

5x5 cm, para cada uno de las diluciones.

o Se dejé secar |as te|as manchadas de sangre en condiciones de Iaboratorio

por un periodo de 48 horas. -3�030

o Se recorté |as telas manchadas y secas de 3x3 mm, para la técnica de

Adsorcién-elucién; y se recorté 10x10 mm para la técnica de Adsorcién-

elucién modificado.

3.3. Fase analitica

3.3.1. Técnica de absorcién �024elucién

- En una placa excavada de 4x5 excavaciones, se colocé peque}401osrecortes

3x3mm de tela manchada con sangre, en el siguiente orden: �034B�035y �034AB�035,

se agregé una gota de suero anti �034A�035y anti

o Se dejé a macerar por 24 horas a temperatura de Iaboratorio.

0 Se Iavé |as fibras en tubos de prueba rotulados con A y B con solucién salina

fisiolégica con ayuda de una bagueta de manera suave por tres veces, y se

invirtieron los tubos para escurrir |as telas.

- Luego se eliminé Ia fibra textil y se adicioné una gota de suero fisiolégico.

o Se colocé en ba}401oMaria 56 °C por 10 minutos. Se retiré los tubos y se dejé

enfriar.

- Se retiré |as fibras manteniendo Unicamente Ia gota de suero }401siolégicoen

cada tubo.

- Se agregé a los tubos glébulos rojos al 5%, del grupo �034A�035y �034B"

respectivamente. (previamente Iavados). I

- Se centrifugé a 2500 rpm por 5 minutos.

- Se observé el botén de hematies en la base de cada tubo, y se agité

suavemente haciendo golpeteos con el dedo pulgar por 10 segundos.

- Se realizé Ia Iectura mediante la presencia de aglutinacién con el signo ( + ) y

ausencia de aglutinacién con el signo ( �024).�034

3.3.2. Técnica de adsorcién - elucién modificado

a. Determinacién del titulo de isoaglutininas de anticuerpos

a Los antisueros monoclonales Biotec anti-A y anti-B, fueron diluidos

sucesivamente hasta 1:128, por separados en tubos de ensayo que contenian

500pL de solucién salina }401siolégicay 500pL del antisuero correspondiente.

- Se enfrenté 100 pL de cada dilucién (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 y 1/128)

con 100 pL hematies lavados al 2% (del grupo sanguineo �034B�035y �034AB�035),se
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incubé a 37°C por 15 minutos en ba}401omaria.

- Se centrifugé a 2500 r.p.m. por 3 minutos.

- Se agité suavemente Ios tubos y se realizé la Iectura del titulo de

isoaglutininas de anticuerpos monoclonales Biotec anti-A y anti-B (ver Anexo

11). .

b. Determinacién del grupo sanguineo ABO en manchas

- Se colocé en dos tubos marcados con "A" y un cone de tela de algodén

. (color blanco) manchada con la muestra hemética (10 x 10 mm).

- Se agregé al primer tubo una gota de anti-A diluido y en el segundo tubo

anti-B diluido y se realizé suaves movimientos de golpeteo (empapéndolo

Ios fragmentos de telas completamente).

- Se agregé 3 gotas de solucién salina fisiolégica a todos los tubos, con ayuda

de un aplicador invenido sujetar el fragmento de tela en la base del tubo y se

cubrié la boca de los tubos con una torunda de algodén.

o Se agité suavemente y se incubé en una estufa a 37°C por 15 minutos

exactamente.

o Se destapé los tubos y se extrajo las telas contenidas en los tubos con la

ayuda de su mismo aplicador.

o Se agregé a cada tubo una gota de alb}402minabovina al 2%.

- Se agité suave y }401rmemente.

- Se incubé en una estufa a 37°C por 4 minutos.

- Se sacé del ba}401oMaria y se agregé a cada tubo una gota de hematies

Iavados del tipo �034A�035y �034B"al 2%, se agité e incubé a 37°C por 15 minutos.

- Se sacé del ba}401omaria y se centrifugé a 2500 r.p.m. por 3 minutos.

- Se observé el botén de hematies en la base de cada tubo, y se agité

suavemente haciendo golpeteos con el dedo pulgar por 10 segundos.

- Se realizé Ia Iectura mediante la presencia de aglutinacién con el signo ( + ) y

ausencia de aglutinacién con el signo ( - )4
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3.4. Fase post-analitico

3.4.1. lnterpretacién de resultados

a. Técnica de adsorcién - elucién

o Si ocurrié aglutinacién en el tubo pero no hubiese aglutinacién en ei tubo

entonces Ia muestra perteneceré al grupo sanguineo

0 Si no ocurrié agiutinacién en el tubo pero si hubiese aglutinacién en el

tubo entonces la muestra perteneceré al grupo sanguineo

a Si ocurrio aglutinacién en ambos tubos �034A"y entonces la muestra

perteneceré ai grupo sanguineo �034AB�035.

b. Técnica de adsorcién - elucién modificado

0 Si no ocurrié aglutinacién en el tubo pero si hubiese aglutinacién en el

tubo entonces Ia muestra pertenecera al grupo sanguineo

- Si ocurrio aglutinacién en ei tubo pero no hubiese aglutinacién en el tubo

entonces Ia muestra perteneceré al grupo sanguineo

0 Si no ocurrié aglutinacién en ambos tubos �034A"y entonces Ia muestra

perteneceré al grupo sanguineo �034AB�035.

3.5. Recoleccién de datos

Para ambas técnicas forenses se lleno los resultados en }401chasincluyendo Ios

siguientes datos: grupo, técnica, observacion macroscépica y microscopica de

aglutinaciones, tiempo, fecha, nombre del operador y observaciones.

3.6. Dise}401ode investigacién

Ei dise}401ode nivel cuasi-experimental.

3.7. Anélisis de datos

Se procesaron los datos con el modelo estadistico no paramétrico, regresién

Iogistica binaria a través de los coe}401cientesde verosimiiitud, el cual se estimé Ia

relacién existente entre la variable respuesta no métrica (aglutinaciones), en

particular dicotémica (1, O) y las variables independientes métricas o no métrica

(tiempo y concentracién)". Fueron procesadas de la siguiente manera:

o Primera fase: Los datos expresados en ausencia y presencia de aglutinacién

(signos �034+�034y �034-�035),fueron ordenados y agrupados en 4 tablas en funcién a su grupo

sanguineo correspondiente, utilizando la moda (el valor con una mayor frecuencia

en una distribucion de datos), representado finalmente en datos binarios (1 y 0),

se utilizé el software Excel 2013.

- Segunda fase: Los datos del Excel fueron insertados en las ceidas y

procesados por el software MiniTab v17, se determino el modeio de regresién

logistica con sus respectivo graficos de desviacién corregidas y los coe}402cientes

de verosimilitud para su posterior interpretacién.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo

�034A�035)diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica

de Adsorcién - elucién. Ayacucho, 2015.

Tiempo concentraciones de sangre del grupo sanguineo "A" en manchas

(Dias) 1% 2% 5% 10% 25% 50%

2 �024 - + + + +

4 ~ ~ + + + +

6 - - + + + +

8 - » + + + +

10 �024 - + + + +

12 - - + + + +

14 - - + + + +

16 - - - + + +

18 - - - + + -

20 ~ - - + + +

22 �024 ~ �024 + + -

24 �024 �024 + + + +

26 < �024 + + + +

28 ~ - �024 + + +

30 - - + + + +

32 - - + + + �024

34 �024 + + + + +

36 �024 - + + + +

38 - - + + + +

40 - - + + + +

42 - + + + + +

44 - - + + + +

46 - ~ + + + +

48 » + + + + +

50 - - + + + +

52 - - + + + +

54 �024 » + + + �024

56 - + + + + +

58 - �024 + + + -

60 - + + + + +
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Tabla 2. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo

�034B�035)diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica

de Adsorcién - elucién. Ayacucho, 2015.

Tiempo concentraciones de sangre del grupo sanguineo "B" en manchas

(Dias) 1% 2% 5% 10% 25% 50%

2 - - + + + +

4 ~ + + + + +

6 - - + + + +

8 ~ - + + + +

10 - + + + + +

12 - - + + + +

14 ~ + + + + +

16 - �024 + + + -

18 - �024 + + + +

20 - - + + + +

22 - - + + + +

24 �024 + - + + +

Z6 �024 - + + + +

28 - - + + + +

30 �024 + 4- + + +

32 - + + + + +

34 - - + + + +

l 36 �024 + + + + +

38 - - + + + -

40 » - + + + +

42 - - » + + +

44 �024 - + + + +

46 - - + + + +

48 - - + + + +

50 �024 �024 + + + +

52 - + + + + +

54 �024 + + + + +

56 - - - + + +

58 - » + + + +

60 - + + + + +
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Tabla 3. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo

�034AB�035)diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica

de Adsorcién - elucién. Ayacucho, 2015.

Tiempo concentraciones de sangre del grupo sanguineo "AB" en manchas

(Dias) 1% 2% 5% 10% 25% 50%

2 - - + + + -

4 » + + + + +

6 » + + + + +

8 - + + + + +

10 - �024 + + �030 + +

12 + - + + + -

14 ~ + �024 + + +

16 - - + + + +

18 - + + + + +

20 ~ + + + + +

22 » + + + + -

24 I - + + + + -

26 - + + + + +

28 - - + + + +

30 - �024 + + + +

32 - + + + + +

34 » ~ + + + +

36 + + + + + -

38 - - » + + +

40 - + + + + +

42 �024 - + + + +

44 �024 + » + + +

46 - + + + + +

48 - - + + + -

50 - - + + + -

52 « + + + + +

54 » - + + + +

56 + + + + + +

58 - - + + + -

60 �024 + + + + -
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Tabla 4. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo

�034A�035)diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica

de Adsorcién �024elucién modificados. Ayacucho, 2015.

Tiempo concentraciones de sangre del grupo sanguineo "A" en manchas

(Dias) 1% 2% 5% 10% 25% 50%

4 + + �024 . . _

6 + + �024 . . -

8 + + + + - -

10 + + + . . .

12 + + + . . .

14 + + + - » �024

16 + + + - - -

18 + + + + �024 -

20 + + + - �024 .

22 + + + - �024 -

24 + + + - - �024

26 + + + + - -

28 + + + + + -

30 + + + - - -

32 + + + - - -

34 + + + + + -

36 + + + �024 + -

38 + + + - - �024

40 + + + �024 - -

42 + + + + - -

44 + + + - » �024

46 + + + - - -

48 + + + + + �024

50 + + + - - -

52 + + + �024 - �024

54 + + + + - -

56 + + + - - -

58 + + + + + »

60 + + + + - -
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Tabla 5. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo

�034B")diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica

de Adsorcién �024elucién modificados. Ayacucho, 2015.

Tiempo concentraciones de sangre del grupo sanguineo "B" en manchas

(Dias) 1% 2% 5% 10% 25% 50%

2 + + + + ~ -

4 + + + + - -

6 + + + ~ - -

3 _ . _ . . .

10 + + + + - +

12 + » » - - �024

14 + + » �024 �024 -

16 + + + - - -

18 + + + - - -

20 + + + + �024 -

22 + + + - - -

24 + + + - « -

26 + + + + - -

28 + + + - - -

30 + + + - �024 -

32 + + + + �024 -

34 + + + + - -

36 + + + - - �024

38 + + + + �024 �024

40 + + + + - -

42 + + + �024 - -

44 + + + + - �024

46 + + + �024 - -

48 + + + + - �024

50 + + + + - -

52 + + + + - -

54 + + + + . .

56 + + + + - �024

58 + + + + �024 -

60 + + + ~ - .
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Tabla 6. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo

�034AB")diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica

de Adsorcién - elucién modificados. Ayacucho, 2015.

-nempo concentraciones de sangre del grupo sanguineo "AB" en manchas

(Dias) 1% 2% 5% 10% 25% 50%

4 + + + + - .

6 + + + . . _

8 + + + + + +

10 + + + . . _

12 + + + �024 . _

14 + + + - - �024

16 + + + - - .

18 + + + + - -

20 + + + + - .

22 + + + + - »

24 + + + + �024 .

26 + + + - - �024

Z8 + + + + - ~

30 + + + + » -

32 + + + �024 - -

34 + + + - - �024

36 + + - �024 - .

38 + + + - - -

40 + + + - » -

42 + + + - - -

44 + + + - - �024

46 + + �024 �024 - �024

48 + + + + - �030 -

50 + + + + ~ -

52 + + - - - �024

54 + + + + �024 �024

56 + + + - - -

58 + + + - �024 »

60 + + + + » -
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v. DISCUSION

5.1. Técnica de Adsorcién �024elucién.

En la Tabla N° 1, se observa aglutinaciones en muestras de telas manchadas con

sangre del sistema de grupo sanguineo �034A�035,diluidas a diferentes concentraciones

y procesadas en 60 dias las mismas muestras, considerandose éptimos solo a las

concentraciones 10% y 25%, para determinar el sistema de grupo sanguineo �034A"

en manchas sanguineas; Mientras que no posee una antigijedad optima de la

mancha de sangre que nos permita determinar el grupo sanguineo durante

60 dias.

En la Tabla N° 2, se observa aglutinaciones en muestras de telas manchadas con

sangre, del sistema de grupo sanguineo diluidas a diferentes concentraciones

y procesadas en 60 dias |as mismas muestras, considerandose éptimos solo a las

concentraciones 10% y 25% por ser muy buenas. Mientras que no posee una

antigiiedad optima de la mancha de sangre que nos permita determinar el grupo

sanguineo durante 60 dias.

En la Tabla N° 3, se observa aglutinaciones en muestras de telas manchadas con

sangre, del sistema de grupo sanguineo �034AB�035,diluidas a diferentes

concentraciones y procesadas en 60 dias |as mismas muestras, considerandose

éptimos solo a las concentraciones 10% y 25% por ser muy buenas. Mientras que

no posee una antigiiedad optima de la mancha de sangre que nos permita

determinar el grupo sanguineo �034AB�035,durante 60 dias.

Viiiegas, Acevedo, Miranda, Pintoi, trabajaron con telas de algodén manchadas

con sangre humana y grupo sanguineo ABO, diluidos en 1/1, 1/100, 1/500, 1/1000,

1/5000 y 1/10000; obteniendo resultados positivos en 24 horas de todos los grupos

en 1/1 y 1/100, excepto el grupo AB en dilucién 1/100 (consideréndolo

inconcluyente).

Villegas, Acevedo, Miranda, Pinto�030,también trabajaron en funcion ai tiempo, pero

sin diluir Ia muestra de sangre (24 horas, una semana y un mes) y a -20°C, 4°C
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37°C y 60°C de temperaturas, obteniendo resultados esperados en todos los

tiempos.

5.2. Técnica de Adsorcién - elucién modificado.

En la Tabla N° 4, se observa ausencia de aglutinaciones en muestras de telas

manchadas con sangre, del sistema de grupo sanguineo diluidas a diferentes

concentraciones y procesadas en 60 dias Ias mismas muestras, considerandose

éptimo solo a la concentracion 50%. Mientras que no posee una antigiiedad

optima de la mancha de sangre que nos permita determinar el grupo sanguineo

durante 60 dias.

En la Tabla N° 5, se observa ausencia de aglutinaciones en muestras de telas

manchadas con sangre, del sistema de grupo sanguineo diluidas a diferentes

concentraciones y procesadas en 60 dias |as mismas muestras, considerandose

éptimo solo a la concentracién 25%. Mientras que no posee una antigiiedad

optima de la mancha de sangre que nos permita determinar el grupo sanguineo

durante 60 dias. 0

En la Tabla N° 6, se observa ausencia de aglutinaciones en muestras de telas

manchadas con sangre, del sistema de grupo sanguineo �034AB�035,diluidas a

diferentes concentraciones y procesadas en 60 dias |as mismas muestras,

considerandose éptimo a ninguna concentracién. Mientras que no posee una

antigijledad optima en la mancha de sangre que nos permita determinar el grupo

sanguineo �034AB",durante 60 dias.

Viilegas, Acevedo, Miranda, Pinto�030,trabajaron con teias de algodén manchadas

con sangre humana y grupo sanguineo ABO, diluidos en 1/100, 1/500, 1/1000,

1/5000 y 1/10000; obteniendo buenos resultados con la dilucién 1/100 para todos

los grupos y resultados dudosos en la dilucién 1/500.

Viliegas, Acevedo, Miranda, Pinto�030,no trabajaron con muestras de sangre diluidas,

pero si a diferentes tiempos (24 horas, una semana y un mes) y a -20°C, 4°C 37°C

y 60°C de temperaturas, obteniendo resultados esperados en todos los tiempos

positives.
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VI. CONCLUSIONES

1. La concentracién de sangre éptimos que permitan determinar el grupo

sanguineo �034B�035y �034AB�035en telas manchadas de sangre, utilizando la técnica

de adsorcién �024elucién fue 10% y 25%, en tanto la técnica de adsorcién �024

elucién modificado tuvo una concentracién éptima de 50%, para determinar

el grupo sanguineo un 25% para determinar el grupo sanguineo y sin

concentracién éptima para tipificar el grupo sanguineo �034AB�035.

2. La antig}402edadde mancha de sangre en telas, que permitan determinar el

grupo sanguineo �034B�035y �034AB",utilizando la técnica de adsorcién �024elucién,

no posee una antig}402edadéptimo, at igual que la técnica de adsorcién �024elucién

modificado.
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VII. RECOMENDACIONES

�030I.Estandarizar la prueba de Adsorcién�024e|uciénmodi}401cado,ya puede

considerarse como test diagnéstico, sin embargo no se basa en la

comparacién con un gold standard (patrén de oro 0 patrén de referencia) que

otorga la condicién de la méxima cerieza conocida.

2. Usar reactivos monoclonales ABO de marca como: Diagast Lab, Biotec Lab,

Wiener Lab y otros, no |as genéricas que no lievan el nombre de la fébrica en

la etiqueta del reactivo, porque no resultan el experimento con normalidad. De

igual modo con la albllmina bovina 22% y su marca Linear Chemicals, Biotec,

Hoyfarma, 21 Lab, etc.

3. Cada vez que se utilice los anticuerpo monoclonales anti-A, anti�024By la

albtimina bovina 22%, siempre a temperar por 5 minutos y homogenizar

invirtiendo el frasco repetidas veces.

4. Trabajar con controles positivos y negativos, para evitar falsos positivos y

negativos al momento de reportar los resultados.

5. En todo momento tener presente Ia bioseguridad como barreras de proteccién

(guardapolvos, guantes, mascarillas y otros), en la manipulacién de muestras

sanguineas que son potencialmente peligrosos, y durante el experimento

evitar salpicaduras, derrames de las muestras alrededor del Iaboratorio.

6. Realizar més aportes reiacionados a la biologia forense: espermatologia,

hematologia forense, entomologia forense, inmunologia forense, etc.
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ANEXO 1. (a) Regresién logistica binaria (curva ajustada a la ecuacibn) - Técnica de

Adsorcién �024elucién, software estadistica Minitab v17 a) Probabilidad de aglutinacién vs.

Concentracién de sangre en manchas - grupo sanguineo �034A�035,(b) Probabilidad de

aglutinacibn vs. Tiempo de antiguedad en manchas sanguineas - grupo sanguineo

. Curva ajustada: probabilidad de aglutinacién vs. concentraciones �030 I

I P(Sl) = exp(�0240,452+ 9,49 Concentvaclén A)/(1 + exp(0,452 4- 9,49 Conuntvacibn A))

3 Lo::a::a::::a::::::2:::2:::a:::::_;:;:;;;:;;:::;;"' �024�024-Ajusta �030
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°r9.......3.ZZ2......;.n.ZZ'�030I....2ZIIZ;Z;Zé2%2T.Z2ZI2- Resunados

:50'81212232222Z2ZI;?ZII�030:.22I22;L.I?ZTZ2ZZZZZIZZiZ2ZZZ
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�030.3 . o.o2 0,43 �030
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(a)-�030H concentraciones de sfpgre en manchas (96) - grupo sanguineo "A"

, , __ , ,,,,___,,,,

Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs. tiempo de reaccién

V P(Sl) = u(p(0,306 9» 0.00863 Dlas A)/(1 + exp(O,306 4» 0.00863 Dias A))

5 1.0IIasbzdbmxozdbzdazd:14bzobtoiczozdozdbwbzoinion:2 �024�024Ajuste
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ANEXO 2. (a) Regresién Iogistica binaria (curva ajustada a la ecuacién) �024Técnica de

Adsorcién �024elucibn, software estadistico Minitab v17 a) Probabilidad de aglutinacién vs.

Concentracién de sangre en manchas - grupo sanguineo "B", (b) Probabilidad de

aglutinacibn vs. Tiempo de antiguedad en manchas sanguineas - grupo sanguineo "B".

Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs. concentraciones (%)

�030 P(SI) = exp(-0,723 9 20,97 Concentracién B)/(1 + exp(-0,723 + 20.97 Concentracién B)) �030

1,0IIOZII'IZIiIIIZI§,".£"¥ ""I"I_I_I_l_'_I;I;I.L.Z'I"'12 -: Ajuste
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Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs. tiempo de antigiledad

�030 P(Sl) = exp(0,862 -0,00131 Dias 8)/(1 + exp(0,862 - 0,00131 Dias 8))
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ANEXO 3. (a) Regresién Iogistica binaria (curva ajustada a la ecuacién) �024Técnica de

Adsorcién �024elucién, software estadistica Minitab v17 a) Probabilidad de aglutinacién vs.

Concentracién de sangre en manchas - grupo sanguineo "AB", (b) Probabilidad de

aglutinacién vs. Tiempo de antiguedad en manchas sanguineas - grupo sanguineo "AB�035.

Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs. concentraciones (%)

P(SI) = exp(0,486 4 3,09 Concentracién AB)/(1 + exp(0.486 + 3,09 Concentracién AB))
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ANEXO 4. (a) Regresién Iogistica binaria (curva ajustada a la ecuacién) �024Técnica de

Adsorcién - elucibn modi}401cado,software estadistica Minitab v17 a) Probabilidad de

aglutinacién vs. Conoentracién de sangre en manchas - grupo sanguineo �034A�035,(b)

Probabilidad de aglutinacién vs. Tiempo de antiguedad en manchas sanguineas - grupo

sanguineo "A".

�030 Cun/a ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs. concentraciones (%)

P(SI) = exp(-2,830 + 21,60 Cancentracion A)/(1 + exp(-2,830 + 21.60 Concentncion N)
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Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs.tiempo de antig}402edad

" P(Sl) = exp(D.101 » 0.01274 Dias A)/(1 + exp(0.l01 - 0.01274 Dias A))
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0-§ o.7:::::::::::::::::::::: emu-o.o1274<x) :::::::: X V

3 ::r5:<;.':::::::::::::: y= :::::::: 1 °-519
90,6........>....;......... 1+e 6 0,505

4» 2ZIZ:IZ3Z:22ZITI~2I;;;Z_...............,....:ZZ2ZZ:: 12 0,437

�030�031°'5::::::.....::"""::::Tt:rtHH+:H+:+:+:+:+:~::: u 0,463
1.3 _.:................:.:.. ,4 W9
3 °"2IHEH%�254éiHHé~2;�024Z£.Z;2;_2;.......... 3., 0,430

5 :::::::::::::::::1::::::::::T:�030t:+:.;':::::::::..:::as 0,412

3 0'3 :::::::::::2::::::::::::�030:::::::::::?ir:H;;;_:_:::42 0.393

§ 0:1:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 40 0.375
.................................................. 54 o_357

0.1:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: so 0,340

= 0.0 §:9:q9:cz9:¢.9:q .-:42-:4:-:9:o:¢:¢ 91¢. 92¢ .-:41-:91-2916.9:-9:: ~

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

�030 Tiemno de antig}401edad(Dias)-grupo sanguineo "A"

(b)
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ANEXO 5. (a) Regresién Iogistica binaria (ourva ajustada a la eouacién) - Tégpica de

Adsorcién - elucién modi}401cado,software estadistica Minitab v17 a) Probabilidad de

aglutinacién vs. Concentracién de sangre en manchas - grupo sangulpeo �034B�035,(b)

Probabiiidad de aglutinacién vs. Tiempo de antig}402edaden manchas sangumeas - grupo

sanguineo

1 Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs. concentraciones (%)
P(Sl) = exp(«2,902 4» 23,96 Concentmcién B)/(]. + exp(-2,902 + 23,96 Concentracién B)) �030

,
�030 ............,.................................... �030 ,

j .. .. -j Ajuste
, . __m95%

» 09::1:::1:::1:1::::;if"..::;2K}401:::::::::::::::. °

. = ' :::::::::::::::7:2�030.:"'>"�030""""""'::::::::

730.8::::::::::::::?:'.::: 3-2»9°2+2=-96(~) ::::::::

.§o.7 ::::::::::::'/::.:::,:�031:�0303' 1+e-2-9°2+23»°6(=0 :::::::: -1%
3 om 0,07

; 90.6:::::::::::,.:'::;.::::::::::::::::::::::::::::::: 0.02 0.08

= w°5::::::::::;: ::;«::::::::::'.:::::::::::::::::::::: 0005 0.15

�030 E ' :::::::::2: ::z:::::::::::::::::::::::::::::::::: 0-10 0,38 0
go.4::::::::'/2 :/'4::::::::::::::::::::::::::::::::::: °~?5 0.96 1

420.3::::::;:':::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: "�034�034�030�024�030

--3 '::::2:.:/::::::::''�030'�030'�030'�031''::::::::::::::::::::3

gmS2%?�030;%fEESEEEE§§EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 7
' °'1::,:{::::::::::::::::::::2:::::::::::::::::::::::
- 0.0::-!::9::::!:::::::::::::::::::::::::::::::::::9:: »

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,20 0,35 0,40 0.45 0.50

�030�030 concentraciones de sangre en manchas (%) �024grupo sanguineo "B"

(a)

gcurva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs.tiempo de antigijedad

V P(SI) = exp(0,163 - 0.01328 Dias B)/(1 + exp(0.163 - 0.01328 Dias 8)) �030

....................�024Ajunej

; 1'�035::??�031:??':?:'??:�254?:�030§?:�254?:�254?:�254?:??:??:??:f?:??:??:?::�024�024messes �030

�030g°'°E3253E5333ESEEEEEEEEESEEEEEZEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE ' "°�030�034"�034�034°�030
Us 0.3:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
�030E2:22::::::::::::''�030''�030'''''�030'''''''':::::::::::::2

:3 °'7:::<;:;:::::::: _ e°~1�0303�030°-°�03032°<")::::::::::::: �024�024--2�0300:3,,
�03090.6-Egggggfzfggggégy�024 :::::::::::::5 0:5,,

0: .. ..........:-..:;.........::::::::::::: 12 0,501

j: °'522:2222222....2II""�0302ZIZIfTTT?�0302?�030it'ff'f1'i1'Z'3'I't�0302IZ12 0,481 ,
zg 0,4:::::;:;:;:;;_;;:;:;_:;:.....:::""':::::::::::: 24 0,461 1

-= ::::::1:::::::::::::::::T:i~:+:;:;::::::......:::: 3° @441 1

_-E °«3::::::::::::::::::::::::::::::::::Tr7H;�030::":':3�030W2 *

2 oz:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::T::: i
Q, ' ................................................. u ,

2 0,1::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 54 01365 I

: ::::::::::::::2:::::::::::::::::::::::::::::::::: __.__�030°°-347 *
0.0 "Ot'O"O�030UO'OO'OO'0O�030O0�03000'Oo-QI'Qo-ov-ovoI-o--

, 0 6 12 18 24 30 36 42 48 S4 60

:�030 Tiemnodeantiz}402edad(dias)-gruposanguineo "B"

(b)
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ANEXO 6. Regresién Iogistica binaria (curva ajustada a la ecuacién) �024Técnica de

Adsorcién - elucion modi}401cado,software estadistica Minitab v17 a) Probabilidad de

aglutinacién vs. Concentracién de sangre en manchas - grupo sanguineo �034AB�035,(b)

Probabilidad de aglutinacibn vs. Tiempo de antig}402edaden manchas sanguineas - grupo

sanguineo �034AB".

Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs. concentraciones (%)

, P6!) = exp(-2,660 + 21.64 Concentracién AB)/(1 + exp(-2,660 4» 21,64 Concentracién AB))

' II'ZZ'IZII'IZZIIZ2IIZI2�030IZZIIZZIZZZIZZIIIZZZII'Z2�024�024A�030sl

' 1'°2:?::?::::72:::::::;2e�0317"T.T..;;H:1rt7T}401:.1:�024�024xcdeJ;s;
C 0.912232222222131Z2222�030Z.IZI;I?I'TIIZIIIZZIZIZIIIZIIo Resultados

+3 o,s5EEE:§E§EEEEE§Ei7'I:E:EéE?3 e�0302'�034�035"�034(")25
.§ 07::::::::::::::4:�030:::;:<::::Y= :: x v

�030S�0312221122IZIIIWZJIZZZIZIIIZ....................JI 0-01 0.08

�030E�0310,6IZIIIII§IZI'4Z.221/IIIIIIIIZIZZIZIIIZIZZIIIIIIZIII 0-02 0.10

3 "T252223'{'.II{IIZZIIIIZCIIIIIIIIIII2IZZZIIIZZZ °-°5 0.17
1: o,5II.I......(. 7.�031............:...:::....::::::::::(no 033

jg IZIZIZIZ;{I.Z}.ZIZIiIZIII3II.IIZ...IZZI.......... 9,25 0,94

3 °�031435�0305�030*%-5-5/333�030355�0303�030§EEEEE5§EE�030EEEEEEEEEE§EE§E0°-5°1.°°
fa °-3"-"'/' 2f"'::"::::::::::::::::::::::::::::::
-0

�034'ZZZZ�031.722122321222IIIZSSIIIIIIIZJZZIZIIZIIZZIIZZ

I °-1II..2fIZIIIII§IIZZIZIIZZIIIIIIZZZZIIIZZIIIIIZIII
�031 .../.............,................................

' 0'0.w..---..-.............--..-ua.-...4..........-

0,00 o,os 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0.50

I concentraciones de sangre en manchas (%) �024grupo sanguineo "AB"

(8)

Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs.tiempo de antigiiedad

: P(Sl) = exp(0,368 4 0,00466 Dias AB)/(1 9 exp(-0.368 9 0.00466 Dias A8))

I 1,oE263$?E63-E65-E63434iii-ii§EéLEébEéLEé§§3§E3i633 '_"_�030,cJ2�0319�034§'-ZI

o.eE35333355:§:::::::::::::::::::::::::::::::::::::: - Resuirados
»~§ ""'"""""""""IIfISIIIIZIZIIZIIZIZIZIZII
.�030;0,8Z222222225IIZZZIIZZZZII..........................

'§°'7§§§§§§§f§3§§ _ e�034°'�034"*°�030°°�034�034"�031::::::::::::::::
3- o,s.�03022ZIIZIZiZIy'1+e-0-363+0-00466(r)2ZIZ2i;;;:H?1IZ5 0,415

3 ZZ:-f}401§uL;;;..;_;.._.;.;.;.�030._..;-.+;T:':�031:':::::::::::::12 0,423

"° °'5'""'::::::::::::::7::::::::"""""":::::::: Is 0,429
2 24 0.435

3 ' ..............;_.;.,_.-.�024.�024.:-.�024:.w.w.�024=.�024..�024...._.,<::..so 0,443

" III'2_.'S-23-.'?�031..'IIIIIIIZIIIIIIIIIZZIIIIZIZIZZIIIIZZI36 0,450

E 0'3ZlilZ2222ZIIIIIIIIIZIZIZIIIIZIZZIIIIIZIIZIZZZIIZ 41 0.457

V9 0-2"""""""*":""::"::::::::::::::::::::::: 43 0:454
°- ZIIZZIIZZII2ZZZIZ.ZZZ2..1Z....................... 54 M71

3 °'1IZZIIZZIII222122232222IIIIIIZZZIIIIZIZZIZIIIZIZIZ so 0,478

~ 0,0 336356853333331;33$33é&1$;5é35é35&}i$¥é§Fi15

�030 o 512 13 2'4 30 3642 as 54 so

Tiemuo de antiaiiedad (Dias) - grupo sanguineo "AB"
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ANEXO 7. Titulo de isoaglutininas de antisueros monoc|ona1é§ Biotec Anti-A y(Anti:IB,

Ayacucho, 2015. �030\\ ' �030N�030_,

- DILUCIONES ANTICUERPOS MONOCLONALES BIOTEC T

GRUPO
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 �0301:~64 1:128;

A 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 1-»?\ .,-4 '

B 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 1+ �030 -1

AB (Anti-A) 4+ ( M�0304+�034 .4+ , . 4+ . 3+ , , 1+ ~ 3 -

AB (An}401'B) '.4'+' v ~4«+- �024~ Id�0304+ r 2+ « + ¢. . ~..'.'1"'�034:<1 «J3

Levenda_§__ __ (:)}402c§glgtip§gic1n;�030�0301+: Siaglutinacion, ,__ , 3+ =Siag|utinacion ..... _- ..

2+= Slaglutinacion 4+ =Sl agtutinacion 6 ' . ,

. 41- ;



ANEXO 8. (a) Tela de algodén color blanco, (b) Recone de la tela en dimensién

5 x 5 cm, (c) Preparacién de hematies en concentraciones diluidas, (d) Manchado

por goteo en las telas de algodén con 15 - 16 gotas en cada trozo.

j �030 " "�030�034''% r"
r ) �024�024�030V-}�030§�030_;~wfa- 7 L1. VI�030\�030 \V �030

' I W �024I I ,1 �030?'J\ / '

5 �030 \ I , 1 y �030L V >

I»' ~ �030 \ / \\V i?

' \�031\/�031 \

. " T �030wk .. �030 -31-�030
; ,. . 1- I 7" Ag " _

' . ,/ ,-L A J .1- -/ �030J . V �030Lf 7 ,7}. .\_

* 4 ~~»�030-�030Ly«~ :-r r *5
% V I I W 1 J�030J�030%

\ V F �031t ~ * �031 «A
f 1 �030v 7:�031 �030 1

1'1, ' 'f _ . -�024T L 1. V} 1 �030i.511 fl.

(3) (b)

V < \ ~  J w: r?
I , '~ ' * ~ '

( �030. .�030 .
_ l ,» ( �024 M, - _./..�031«:\

,-�031» [ '

�030 H�035V51.�030W 2.: �034J V. A
�030K-/. A �030\_.~ \ . ,,./ '

....-id �030?�030: 3 �030..,7-.�031 \l- 0 -0 0.

�030L' 1 - > S } -_ ,» - °
�030u �030x.�030L: ;«s...\..§-_\\-A: / o�030«5 30° 9

g�030 _ V : ( l.--3] ' 000 p I�030.r

e 0 n

,_ ,�031/-' i O O (3

(C) (d)

42



ANEXO 9. (a) y (b) Tela manchadas con sangre a diferentes concentraciones y

secado a temperatura por 24 horas, (c) Etiquetar en sobres de pléstico con cierre

hermético, (d) a|macenar Ias manchas secas en una cémara oscura para evitar el

contacto de la luz.

.. �030Mm�031.r ' " -.v - �030

T�030*. ' . ,_ ., �030

I L�030 , > V
~ _ ;- �030 \ .. -7, -

- -.- > / . .

-�024 vs.

i\-\7�035".'�035�030~7�030;3v.-,L
| \§..:- >~. -

53 :3 ;
T 1

I-�024-�024�024}401�024~ua.J I I�030"':I"�030*-;.:.7""-T�031V

\ A * 4 �030�030I; -�034 n._«a~.- ..._._.....,,.......4

. --__ . i .-1'? I

(a) (b)

I 3 '. ' 1"�030?
�024 ..M "V 7,�035...,; J �024r.'...-. . _\ .

. ; ¥}401"f1�030 \ ,
= ' . ; ' V�030 . ~~~, �030 ;._�030.mo; "-s,~_�030_-n b

T .1» ' % /.�024.
�031 I. 3 �030 �030 ,�030_4gH�030n;l�030%\f; J�034,--.-1,4? W

'j .. �034 _ I}401f . ,- - 4�034

V _ �030=1 if x , ' " -- �031�030

" V 3. m U�030; , I :1 V�030

�030r "z 3�030 r~;�030?�0303*».�031°.i-M.�030/
r, \ . �030_h:�030f~')J�035�030~;;*;f-.

. T�030�030.�030"'�030�0311 __ \-
(0) (d)
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ANEXO 10. Observaciones macroscépicas y microsoépicas de aglutinaciones y

su reporte en cruces.

' 2 i;.: r-�030
'4 ..
l. ~-" " FM�030-'.�030::"'\c�031~f�030»."-."' '

. I '�024..'.�030:~:".i.':~=�030=:�030~"-. .

P. .» . z »
,, 4 :.~. ,.- -'_~;'.'i,»j";.�030;g;;):%§�254;�030:j{ggirgjii{T:

L .~:."�254,~=.�030§."'�030:"'=.~'.*:.".'-?_1'-'7�254';\'f:'."-; -.7.�030

i�031L

.
_ $3�030 31

._,..

Negative Negative (100x)

V�030 . ',:_'<_�0312; ,-."�030

'o'- . ::' ti»
r¢;;: .-.:.�030-_ . .V._,. _.H

~ v.,. .,-- , 3 2'.�0303�030

2' -. '.'.-_ _"'-"'-.",-'o_�030._;-.�030-.

�030. *.-.-.::�034«:":"-�030-' .=.-; '. -2"�031

- �030..- �030.. 1-:~'_,;.';.,';f_,~¢'.:7._";._ �030A
F3 '. �034'-s�030�035""�031..'{�030.�0303'�031..r6;~-I

o ' I " -' -. ». 2:�034!

Positive 1+ K fositivo 1+ (100)9

p�035'2' -'7 I.-�034.,_g nu. . . , _

«:4. .. v. _�024.««::73
«. �030-�030-�030''I'..

_;�024".�030.p_.\�030-\.�030-.* 3~:-
.�030,-....V 4 0.�030:f F�030.�030

3 sh» C�030.,-,-'1'-1'.«. 3 ;

' ',._ My ,>"_;:' ". ."'.-�030
bi. 4�034-)/it�0345!

' A E?M:"_' 3-"15 �031
Positivo 2+ Positivo 2+ (100x),..._..A..» t.__. -

�034J. _'_M' .1; ...,,_:

�030.�030-, 'r 7:".~ '

3�030 :;�034-3.3!.,::»».'-";.�030.=�031~�030�035i
r 5.. �030'v'.¥_" . . '-�030*»._.~;"'>::

E�034 _ -
_ _�030b,�030_�030_v�031Z4;-�031A_,:.~.�030�034-,.�030-.�030~.."'A_-n�030}"|

. _�030A�030:_V.-}401x. '2�030

:1 �030*.-m-�030;M �030Z-at
Positivo 3+ _ V�030Positiv9':_<};(1_0O)_(L_ 1

.« �024 �030 �034.

1 ' .�030I ._y -"P

' 2/ v ._ _ '5 ' ;,_. �030-

"' _"§:» 9. . -' 5;!�030

Sn K, t. '

-» 1- I I .1!
Positive 4+ ' Positivo 4+ (100x)
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ANEXO 11. (a) Preparacién de antisueros monoclonales Biotec Anti�024Ay Anti-B.

en diiuciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 y 1:128; técnica de Adsorcién-elucién

modi}401cado.(b) Tubos oon antisueros diluidos enfrentados oon hematies al 2%,

(c), (d) y (e) Formacién del botén de hematies Iuego de la centrifugacién a 2500

rpm por 3 minutos.

I 1 ' J" �030mu ~.~ »�024 -" V-~-�024_ '1. a_..
Ir 1;�030 . I . I A . P L. . . \_,

l_ J�030.I. ,/ '.«.J 1? \l'- R i 2 A F 1'9 4 1-�0304

'/Ar ' ' ' \;,.�030_,_ '/n �030/.3 �031/.~.' '/I

. . �030\. .�030v�030
3 % 6} \-~ ~ .\ " ~ �030*3V W

L .

(a) (b)

{R-.�035\�035�030l�030' -E ~-up I T �030hi ,« :

~ , . ~ �030Vg ,
r _ 0 V _ , _ w 15 O�030:;_._.�030_,�030

_ ,6�030�030-._W35�030-�024..~4-5:�030-.-S"; \ W }401g_. gym

-3�031"' E�031

(c) (d)

1* 8�030 �031 �030 �031

A o 0 I

'-Q

.5 Q Q I�030 ,

O �031

'3 9 O O 9 CC 1

' am?

(e)
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ANEXO 12. (a) Diluciones de la sangre a diferentes concentraciones. (b) Toma

de muestra en la escena del crimen.

0 1% 2% 5°/. 10% 25% 50%

6ml 6m' SW? �034NW(�034NWeml}401

�030 Sangre 0.06 ml 0.12 m| 0.3 ml 0,6 ml 1.5 ml 3 ml

+ + . + ¢ ¢ ¢

Nacl 0.9% 5.94 ml 5.33 m: 5.7 ml 5.4 ml 4,5 ml 3 ml

6 Manchar a telas de algodén por goteo

/�030 �030X�031 //I�030

9

(a)

0 Toma de muestra en la escena del crimen

�030

J

9 Dejar secar el fragmento de tela por 24 horas

(D)
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ANEXO 13. Protocolo del procedimiento con la técnica de adsorcién �024elucién

Antivk /

0 9 Anne 9 0
o .3oo to (9o o

O O O O O O O O

* O O O O » O O O O �030�035"

A}401ad}una gota Dejar incubar 24hrs a

Cortar trozitos de Anti-|'A�034y Anti-"B" temperature ambiente mr�030;a,:aa(r:oY�03093.}'f§m|

de 3X3mm en la placa excavada (amacefado)

Qiigitar

/ 9
 suavglmgnte \\

I \

E'"�034�030"*"�030°�030Incubar por 56°C . Eliminar los
"°z°s "5 �030ela POT 10 min!-[(05 y ag�030;!:§:rp�031;:°:3j:,a,A}401adir2 gotas anticuerpos restantes

' (Dam mane) Ios trozos de tela "9 55':

m X \ 0 Q Formacion delholén

- - IQ)�030 �031- _

�030A B

A}401adir1 gota de Centrifugar a A935�031Vi9°"°55"�030°'�034°�031Reacdbn nega}401va
sangre al 5% 2500 rpm por 3 min 9°�0315 599~ GRUPO -0-

/ �030\ o Ninguno

® ¢ ¢ 9 3 ¢ c

}402

Reaocién positiva Reaccian negaliva Reaccién negatlva

GRUPO "A" GRUPO "B" GRUPO �030AB�031

LECTURA DE LOS RESULTADOS
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ANEXO 14. Protocolo del procedimiento con la técnica de adsorcién-elucién

modi}401cado.

@ ,/f @ / @
Agitar

�030 suavemente

Cortar trozos A}401adiruna gota A}401adir3 C°'°.°a' ms "i5°p°S
as 10 X 10".". de Anti-"A" y Anti-"B" gotas de SSF V °�034""�035°5°°" �034'9°"°"

diluido�030

@ / - @ / @ @ *
1 j�024�024�024�024

A i1 . . �030

suavgngnle I suasgxigme

- _ _ . _ . :.

A}401adlr1 gota ae lncubar por 37° . Eliminar los trozos mcubar por 37°C
sangre 3; 2% par 4 mmutos ggasgn}401zga de tela por 15 minutos

(estula aire seca) ,

al 2 A

@ ® @ Formeoion del hotbn

- �030C| ° ' - -

l -

f v : - , �030 .5.

lncubar por 37° Centrifugar a A9"a'g:g1%r':seam°"�030eC;-> Reaccién negative

por 15 minutos 2000 rpm par 3 min P 9' GRUPO "0"

/ 6 N o Ninguno

  

Reaocion posmva Reaccion negativa Reaoclén negativa

GRUPO �034A�035 GRUPO �034B�035 GRUPO �034AB�035

LECTURA DE LOS RESULTADOS
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ANEXO 15. Protocolo del titulo de isoaglutininas de los anticuerpos

monoclonales Biotec Anti-A y Anti-B.

0 500 uL 500 uL 500 uL 500 uL 500 uL 500 m.

500 UL AA m

Anti-A o Anti-B Eliminar

sélo primer tube 500 uL

500 uL NaCl 0.9%

amdoslosmbos 1:2 �0301:4 Q 1:6 ' 1:16�0301:32 G 1:64 ' 1:128

0 Colocar en otrostubos100 uL de cada dilucion

100 uL Hematles

Iavados at 2%

tipo �034A�0350 "B"

a todos los tubos

1:2 ' 1:4 �0301:3 1:16 1:32 1:64 1:123

9 incubar en ba}401oMaria a 37°C '|

�034 

0 : /V Centrifugar a 2500 rpm par 5 minutos

1:2 ' 1:4 G 1:8 ' 1:16 �0301:32G1:64 �030H28

9
 1 1  

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128

LECTURA Mlnima aglutinacién visible

= "El titulo de isoaglutinina

5 = - ° 1/64 100 -->1,5°/
1:128 = 0.75% es X °

" Todos los reactive monoclonales anti-A y anti�024B,varlan la concemracion de anticuerpos de fabricante en

fabricante y de lote en lote del mismo fabricante, como también Ia exposicibn al medio ambiente a mayor tiempo.
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o Colocar en un tubo 2 ml de SSF (solucién salina fisiolégica), Iuego eliminar

182;1L del contenido y en su lugar a}401adiralbumina 22% Iiquido 182 ;1L y

homogenizar.

3. Cloruro de sodio 0.9% I

- Pesar 9 gramos de cloruro de sodio

' - Mezclar en 1 litre de agua destilada

o Autoclavar la solucién

4. Glébulos rojos Iavados al 2%

- Centrifugar Ia sangre con anticoagulante por 5 minutos a 2 500 rpm.

- Aspirar el plasma con una pipeta Pasteur, Iuego llenar el tubo con NaC| 0.9%.

o Centrifugar por 5 minutos a 2 500 rpm, nuevamente aspirar la solucién de

cloruro de sodio, repetir el proceso 5 veces

o Tomar el sedimento eritrocitario seg}401nIa ecuacién de diluciones:

C1 = 100%; V1 = ?

C2=2%;V2=2m|

cl >< V1 = C2 >< V2

100% X V1 = 2% X 2ml

V1 = 2% X Zml

100%

V1 = 0,04ml 5 40 ul.

- Colocar en un tubo 2 ml de SSF (NaCl 0.9%), Iuego eliminar 40;zL del

contenido y en su lugar a}401adirsedimento eritrocitario 40 ;zL y homogenizar.

5. Glébulos rojos Iavados al 5%

- Centrifugar la sangre con anticoagulante por 5 minutos a 2 500 rpm.

- Aspirar el plasma con una pipeta Pasteur, Iuego llenar el tubo con NaCl 0.9%.

o Centrifugar por 5 minutos a 2 500 rpm, nuevamente aspirar la solucién de

cloruro de sodio, repetir el proceso 5 veces

- Tomar el sedimento eritrocitario segtim Ia ecuacién de dilucionészi �030Vt,,

c1=1oo%;v1=? "

C2=5%;V2=2ml
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ANEXO 16. Preparacién de reactivos y célculos de las diluciones.

1. Diluciones anticuerpo anti-A y anti-B

- Datos obtenidos:

Titulo de isoaglutininasz anti-A = 1/64 equivale en porcentaje 1,5%

Titulo de isoaglutininas: anti�024B= 1/32 equivale en porcentaje 3%

o Reemplazamos en la ecuacién C1.V1= C2.V2; si se quiere preparar 2 mL para

ambos antisueros:

Dilucién anti-A para 2 mL Dilucién anti-B para 2 mL

C1=100%;V1=? C1=1OO%;V1=?

C2=1�0315%;V2=2m| C2=3%;V2=2mI

CIXVIZCZXVZ c1><v1:c1xV1

. 100% X V1 = 15% X zml 100% X V1 = 3% X Zml

V1 2 1,5% x Zml V1 = l

100%

V1 = 0,03ml 2 30 {IL V1 Z 0'06"�0355 6° �034L

- Colocar en un tubo 2 ml de SSF (solucién salina fisiolégica), Iuego eliminar

30;1L del contenido y en su lugar a}401adiranti-A y homogenizar.

o Colocar en un tubo 2 ml de SSF (solucién salina fisiolégica), Iuego eliminar

60pL del contenido y en su lugar a}401adiranti-B y homogenizar.

'2. A|bumina 2% Iiquido

- Realizar la dilucién utilizando Ia ecuacién C1.V1 = C2.V2; segl}402nlos datos

obtenidos:

C1=22%;V1=?

C2=2%;V2=2ml

51 x V1 = C1 >< V2

22% x V1 = 2% x 3ml

V1 = 2% x 2ml

22%

V1 = 0,182ml 2 182 uL
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C1 X V1 = C2><V2

100% X V1 = 5% x 2ml

5% x Zml
V1 =�024j

100%

V1 = 0,1ml 2 100 pl

�030 Colocar en un tubo 2 ml de SSF (NaC| 0.9%), Iuego eliminar 100 ;zL del contenido

y en su lugar a}401adirsedimento eritrocitario 100 ,uL y homogenizar.

5.)
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