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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 antigliedad de la mancha de sangre, siendo vitales conocer |a
cantidad y el tiempo de exposicién, en ambientes cerrados, de la muestra
hematica para obtener un certero resultado durante el procesamiento de la
muestra en el laboratorio de biologia forense. El presente trabajo de investigacion,
se desarrollé en el laboratorio 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 la concentraciéon de sangre y la antigliedad de la mancha de
sanguinea que permita determinar el grupo sanguineo “A”, “B” y “AB”. El disefo
de investigacion es cuasi-experimental - transversal. En la investigacion se utilizd
dos técnicas forenses basados en el principio de adsorcion-elucion, para tipificar
el grupo sanguineo “A”, “B” y “AB”, en soporte de tela de algodon manchadas con
sangre del grupo sanguineo “A”, “B” y “AB”, 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 Adsorcion-elucién, tuvo como resultado
aglutinaciones en las concentraciones de 10% y 25% en telas manchadas con
sangre del grupo “A”, “B”, “AB”; mientras que la técnica de Adsorcion-elucion
modificado, tuvo como resultado ausencia de aglutinacién en la concentracion
50% en tela manchada con sangre del grupo “A”, (considerando la ausencia de
aglutinacion como positivo), la mancha de sangre del grupo “B” fue 25%, en la
mancha de sangre del tipo “AB” no posee una concentracion optima. Para ambas
técnicas no existe un tiempo de antigiedad de las manchas optimas, ya que los
resultados se mantienen considerablemente constantes durante los 60 dias.

Palabras clave: Hematologia forense, manchas, concentracion, antigeno,
anticuerpo, aglutinacion, adsorcién - elucién, albumina bovina, isoaglutininas.



. INTRODUCCION

Las manchas encontradas en la escena del crimen se han constituido como
elemento esencial en la resolucion de investigaciones judiciales. Establecer su
origen y grupo sanguineo aporta informacién util en el proceso de inclusiéon o
exclusiéon de sospechosos o victimas'.

Para efectuar la individualizacion de personas se emplean métodos diversos.
Todos son importantes, y no obstante unos sean mas efectivos que otros, al
aportar datos mas infalibles, ninguno debe descartarse, pues en ocasiones el
resultado de una identificacion plena obedece al uso vinculado de varios de estos
métodos?.

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, las células
se han roto (hemdlisis) y por lo tanto las pruebas de aglutinacién directa no son
viables; sin embargo, los antigenos del sistema ABO no se desnaturalizan tan
rapidamente debido a la sequedad y sobreviven por algun tiempo, conservando la
capacidad de aglutinacién antes mencionada. La formacién de la reaccién
antigeno-anticuerpo es la base de todos los métodos empleados en la deteccion
de antigenos en el estroma de las células rojas de las manchas de sangre seca?.
Entre las técnicas mas utilizadas estan las de Luminol, Fenolftaleina y Piramidén,
como indicadoras de la existencia de sangre, Takayama para confirmar su
presencia, Inhibicion de la Aglutinacion para comprobar si la sangre es humana y
Absorcién-Elucion para determinar el grupo ABO de la muestra®.

1.1. Objetivo general

Evaluar la concentracion de sangre y la antigiedad de la mancha de sangre,
Optimas que permitan determinar el grupo sanguineo “A”, “B" y “AB”, utilizando dos

técnicas forenses.



1.2. Objetivos especificos
» Conocer las concentraciones de sangre 6ptimos, que permitan determinar el
grupo sanguineo “A”, “B" y “AB” en telas manchadas de sangre, utilizando dos
técnicas forenses.
e Conocer la ahtigx‘]edad de mancha de sangre en telas, que permitan
determinar el grupo sanguineo “A”, “B” y “AB”, utilizando dos técnicas
forenses.



II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Franco®. 2002, En 1901, Ladsteiner descubrié la existencia del sistema ABO, al
observar que la sangre humana tenia caracteristicas individuales que se
manifestaba por reacciones de aglutinacion, pues encontré que los eritrocitos o
glébulos rojos de unas personas eran aglutinados o agrupados por el suero
sanguineo de solamente algunos otros individuos.

Franco®*. 2002, El mismo Landsteiner, en colaboracion con Miller, aporta el método
clasico de absorcién para la determinacion del grupo sanguineo del sistema A, B,
O, en manchas de sangre seca en 1925, método que es descrito por Wiener con
el nombre de técnica de absorcion-Inhibicién y utilizado tanto para el sistema A,
B, O, como para los Antigenos Eritrocitarios M, N, descubierto en el afno 1927
también por Landsteiner.

Franco®*. 2002, En 1960, Kind introduce el método de Absorcion-Elucion que viene
a abolir el tradicional de Absorcion-Inhibicion 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 efectian experiencias con técnicas
de elucién para la deteccion de los antigenos del sistema Rh.

Cacarico®. 2003, en su trabajo sefala que el estudio de los aspectos fisicos,
quimicos y serologicos de las manchas de sangre pueden llevar a conseguir
demostrar uno o mas de los siguientes aspectos: La participacion de personas y
objetos en una accién criminal: aproxima a la forma en que se llevo a cabo un
determinado suceso; identificar un cuerpo desconocido; determinar, por anélisis
toxicolégico, la causa de una muerte; finalmente, en otros, saber si se trata de una
muerte por homicidio, suicidio, accidente o por causas naturales.

Lopez®. 2003 en su trabajo senala que para el andlisis de manchas de sangre,
enfocadas en el area de criminologia, la caracterizacion de las mismas se basa
en la determinacion del tipo sanguineo, donde los cientificos forenses determinan



primero si tienen una adecuada calidad de y si es sangre. Para su preservacion
las muestras se pueden dejar secar a temperatura ambiente y evitando su
exposicion al sol, hasta tiempos determinados. La buena recoleccion y
preservacion de muestras de manchas de sangre es importante, para su buena
caracterizacion.

2.2. Criminalistica

Disciplina auxiliar del derecho penal que se ocupa del descubrimiento y
verificacion cientifica del delito y del delincuente. Al incluir a la criminalistica en el
grupo de las ciencias forenses se le da la calidad cientifica que se requiere en el
mundo de hoy a toda investigacion de un presunto hecho delictivo, ya que se
menciona que utilizara todos sus conocimientos y métodos; es decir, la aplicacion
de todas las experiencias aprendidas de ofras ciencias, asi como los
procedimientos que se siguen para hallar la verdad y ensefiarla, coadyuvando con
esto de manera cientifica en la administracion de justicia, colaborando con la
aportacion de elementos cientificos en la procuracion e imparticién de justicia.’
2.3. Biologia Forense

Analisis e interpretacion de las evidencias como sangre, semen u otros fluidos
corporales en la escena de un delito para resolver problemas judiciales y forenses
asi como las pruebas de paternidad que determinen en Ultima instancia la
participacion de los implicados o el parentesco familiar®,

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 administracion de justicia
tanto en el aspecto identificador como reconstructor de la escena de un hecho
delictivo®.

La sangre, con todas las propiedades que hemos visto constituye la mayor
evidencia biolégica en una escena de crimen que nos permite reconstruir
practicamente un hecho violento aportandonos informacién detallada de cosas
muy especificas’.

La busqueda de las manchas hematicas debe hacerse en el escenario del crimen,
revisando minuciosamente todas las superficies y los objetos que en el que se
encuentren. Las manchas pueden hallarse en la victima en el piso, paredes, sobre
alfombras o debajo de estas, en cortinas, armas, etc'".

2.4.1. Mancha

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

de una materia extrafia, visible 0 no, en la superficie del cuerpo humano, sobre



instrumentos, o sobre un objeto cualquiera del cuerpo humano, determinada por
el depdsito de un producto liquido, blando y algunas veces sélido, de cuyo estudio
se pueden establecer relaciones de la intervencion o participacion de una persona
o cosa en un hecho delictivo'.

2.4.2. Mancha de sangre humana

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

Los patrones de la mancha de sangre habla mucho de la posicién y del movimiento
durante el crimen, qué sucedidé primero, de qué manera, y cuantas 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 las
manchas han sido lavadas 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 lavada, debe poner en guardia al
perito, porque las lejias y los acidos modifican las caracteristicas estructurales de
los componentes de las manchas dando lugar a causas de error en la
investigacion®.

2.5. Sangre

La sangre es un tejido liquido que recorre el organismo, a través de los vasos
sanguineos, transportando células y todos los elementos necesarios para realizar
sus funciones vitales. La cantidad de sangre esta en relacion con la edad, el peso,
sexo y altura. Un adulto tiene entre 4,5 y 6 litros de sangre, el 7% de su peso'™.
2.5.1. Composicion de la sangre

La sangre esta formada por un liquido 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
hematies; los glébulos blancos que reciben el nombre de leucocitos: y las
plaquetas llamadas trombocitos. La sangre transporta muchas sales y sustancias
organicas disueltas'.

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 4.5a 6



litros. El pH de la sangre es aproximadamente de 7 a 7.5. El bidxido de carbono
reacciona con el agua para formar un acido carbénico. H2CQOs, por lo que el
incremento de la concentracion de bidxido de carbono aumenta la acidez de la
sangre, lo que a su vez hace disminuir la capacidad de la hemoglobina para
acarrear el oxigeno, el aumento de bioxido de carbono acidifica la sangre y la
capacidad de la hemoglobina de llevar el oxigeno disminuye en una solucién
acida'.

2.6. Investigacion en sangre seca

El objetivo final en Biologia Criminalistica, en cuanto a sangre se refiere, es tipificar
la mancha e identificar la fuente de origen; de ahi la importancia de analizar la
mayor cantidad posible de antigenos, que permitan arribar a conclusiones
precisas. Estas determinaciones estan limitadas por algunos efectos propios del
hecho o de la fragilidad de la huella hematica, tales como: poco material
disponible, caracter de irrepetibilidad, interferencia del soporte, antigiedad de la
mécula, presencia de contaminantes y factores ambientales’.

Por otra parte, los efectos ambientales, fundamentalmente el medio humedo,
facilitan el crecimiento de microorganismos que actian como contaminantes,
llegando a producirse, durante el diagnéstico del grupo sanguineo, falsas
aglutinaciones por expresion predominante del antigeno de los microorganismos.
Atendiendo a que en las condiciones de la sangre seca, los hematies estan
destruidos y no es posible visualizar las reacciones antigeno-anticuerpo por el
fendmeno de aglutinacién, es necesario aplicar métodos indirectos™.

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 las areas exteriores
de la macula, concentrandose en el centro, segun su densidad, los estromas
eritrocitarios'.

Oftro aspecto a considerar en la investigacion de las maculas, es la deteccién del
mecanismo que motivé su formacion. Se pueden distinguir los siguientes
mecanismos'®:

2.6.1. Proyeccion: Cuando la sangre sale proyectada con cierta fuerza, bien
describiendo una curva parabélica o en caida libre'®.

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

o charcos, al ir cayendo por la accién de la gravedad'™.



2.6.3. Contacto: Cualquier objeto ensangrentado deja una impresién al contactar
con un receptor. En los casos de mayor concentracion se le denomina
impregnacion’,

2.6.4. Limpiadura: Es un mecanismo mixto de contacto e impregnacion. En ella
generalmente decrece la intensidad del color hacia uno u otro sentido.

2.7. Inmunologia eritrocitaria

2.7.1. Antigeno

El antigeno puede ser definido como una sustancia que, introducida
parentalmente en un individuo, es capaz de estimular la producciéon de un
anticuerpo, el cual reaccionara con el antigeno que lo estimul4?®.

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, lo cual se debe a los dominios presentes
en cada molécula de anticuerpo'®.

2.7.3. Reacciones antigeno — anticuerpo

Las reacciones de la interaccion especifica de los anticuerpos séricos con los
antigenos, contra los cuales estan dirigidos, son fenémenos de superficie que no
alteran la estructura primaria de las moléculas involucradas, y tienen como
caracteristica'®:

a. Especificidad

El anticuerpo puede fijarse Unicamente con el antigeno de procedencia. Este
concepto se aplica a la deteccion de todos los sistemas de grupo sanguineo, ya
que las reacciones pueden ocurrir in vivo o in vitro, mediante la adsorcién. Es el
denominado principio llave-cerradura®®.

b. Reversibilidad

Esta reaccion antigeno-anticuerpo, constituye una reaccion de equilibrio sometida
a la ley general de accion de masas, siendo necesario para el desplazamiento del
equilibrio, ciertas condiciones de pH, fuerza iénica y temperatura, lo que posibilita
la separacién del anticurerpo, de su antigeno. Este proceso es conocido como
elucion'.

2.7.4. Antigenos de los grupos sanguineos

Las membranas de las células del organismo humano incluyendo los eritrocitos

estan formadas por varias capas de moléculas lipidicas, proteicas y carbohidratos



distribuidos en tal forma que permiten una sebaracién entre el medio intracelular
y el medio extracelular'. 7

Los carbohidratos se encuentran formando oligosacaridos y polisacaridos que en
su mayor parte estan ligados a lipidos y proteinas’®.

Muchas de estas sustancias, es decir, glicolipidos y glicoproteinas tienen
capacidad antigénica y constituyen los llamados grupos sanguineos’®.

Estos antigenos pueden formar parte de la membrana del glébulo rojo como ser
el antigeno Rh que es una lipoproteina o estar adherido a la superficie de los
glébulos rojos, como los antigenos ABO que quimicamente son lipopolisacaridos.
Algunos antigenos sanguineos (Ej. ABO) estan 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 gldbulos rojos’.

2.8. Aspecto bioquimico del grupo sanguineo ABO

Los globulos rojos de las personas del grupo “O” carecen de antigenos Ay B, pero
poseen antigenos H, la sustancia precursora de A y B. Las cadenas de
carbohidratos que llevan antigenos ABH pueden ser ligados a moléculas
transportadoras de proteinas (glicoproteina), esfingolipidos (glicoesfingolipidos),
o lipidos (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 estan presente en el plasma, en forma
soluble'.

Antigeno A

Antigeno B tal
NN < >"‘
GleNAS
B M3

Gal = Galactosa

GlcNAc = N-acetilglucosamina
Fuc = Fucosa

GalNAc = N-acetilgalactosamina

Figura N° 01: La galactosa anadida a la Gal subterminal confiere actividad B; la GalNAc agregada
a la Gal subterminal confiere actividad A. si no existe fucosa, que termina actividad H, fijada al
carbono 2, la galactosa no acepta glicidos en el carbohidrato 3 17,



Los antigenos A, B y H se constituyen en cadenas de carbohidratos, que difieren
en la ligadura y composicion del disacarido terminal; existen por lo menos seis de
estos tipos de ligaduras disacaridos. Las cadenas tipo 1 difieren de las de tipo 2
en la ligadura de la Gal terminal al disacarido GIcNAc. Las estructuras de Tipo 1,
A, B y H se detectan en secreciones, plasma vy tejidos derivados del endodermo.
No son sintetizadas por los glébulos rojos pero se incorporan en la membrana
eritrocitaria desde el plasma'’.

®— N-glicano
# O-glicano
e~ glucolipido

T —0

i

—
T

‘NH, COOCH
Proteina de Proteina de Proteina
un pasaje pasajes multiples ligada a GPI

Figura N° 02: Representacion esquematica de los antigenos de la membrana
eritrocitaria, que muestra la glucosilacion de las proteinas y los lipidos. GPI =
glucofosfatidilinositol.1”

2.8.1. Factores que afectan la aglutinacién eritrocitaria

La aglutinacion es una reaccién quimica reversible que se desarrolla en dos
etapas:

A. Primera etapa - sensibilizacion

Antes de la unién, los antigenos y anticuerpos deben encontrarse y crear un nexo
espacial apropiado. La posibilidad de asociacién puede incrementarse por
agitacion, centrifugacion o variacion de la concentracion relativa de anticuerpos y
antigenos'”.

La sensibilizacion requiere el establecimiento de puentes quimicos no covalentes
entre los antigenos y anticuerpos. Las fuerzas de union suelen ser debiles (en
comparacion con los puentes covalentes intermoleculares) y sélo actian a muy
corta distancia. La combinacion antigeno-anticuerpo es reversible y los puentes o
uniones se crean y rompen de manera constante hasta alcanzar el equilibrio™’.
“a.1. Uniones quimicas

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

a antigenos, como los puentes de hidrégeno, las uniones hidréfobas, las uniones
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electrostaticas o idnicas 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 termodinamicas; pueden ser exotérmicas
o endotérmicas. A su vez, las caracteristicas termodinamicas pueden afectar los
fendmenos serologicos que se observan en las pruebas. Por ejemplo, los
antigenos de tipo carbohidratos suelen formar puentes de hidrégeno exotérmicos
con los sitios de combinacién de los anticuerpos resultando en puentes que son
mas fuertes a temperaturas bajas. En contraste, los puentes hidrofilos que se
forman con antigenos proteicos son endotérmicos y son mas fuertes a
temperaturas mas altas'”.

a.2. Constante de equilibrio (afinidad Kj) de los anticuerpos

Esta determinada por las tasas relativas de asociacion y disociacion. La Ky varia
de acuerdo a cada reaccion antigeno-anticuerpo. Esta constante refleja el grado
de asociacion y union mutua del antigeno y el anticuerpo (valor de ajuste) y la
velocidad de la reaccion. Cuanto mas alto es el valor de Ko mayor es la asociacion
o “ajuste”. Cuando el valor de Ko es grande, la reaccion es mas rapida y la
disociacion es mas dificil, estos anticuerpos podrian tener mayor relevancia
clinica. Cuando K es reducida, |la deteccién puede requerir una tasa de anticuerpos
mas elevada con respecto a la de antigenos'’.

a.3. Temperatura

La mayoria de los anticuerpos de grupo sanguineo reacciona en rangos térmicos
restringidos. La temperatura 6ptima antigeno-anticuerpo se vincula mas con el tipo
de reaccion y la naturaleza quimica de los antigenos, que con la clase de
anticuerpos. Estos anticuerpos se dividen en dos grandes categorias: los reactivos
en frio (por ejemplo, 4-25°C) y los reactivos en caliente (por ejemplo 30-37°C). Los
antigenos de tipo carbohidratos suelen relacionarse con anticuerpos “reactivos en
frio” y los proteicos con anticuerpos “reactivos en caliente” V7.

a.4. pH

Las modificaciones de pH pueden afectar las uniones electrostaticas. Se
desconoce el pH éptimo de la mayoria de los anticuerpos de grupo sanguineo
significativos, pero se supone que se aproxima al rango fisiologico. Ciertos
anticuerpos ocasionales, en particular algunos anti M, reaccionan mas a pH bajo.
En la mayoria de las pruebas de rutina debe emplearse un pH de alrededor de 7.
La solucion salina almacenada tiene un pH de 5-6. La solucién salina amortiguada

es una alternativa y puede ser Util 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
configuracion antigenica y el sitio Fab de los anticuerpos el agregado de agentes
potenciadores al sistema puede abreviar el intervalo de incubacién necesario para
alcanzar el equilibrio"’.

En los sistemas salinos que utilizan suero antiglobulinico para demostrar la fijacion
del anticuerpo, la incubacién a 37°C durante 30 — 60 minutos permite detectar la
mayoria de los anticuerpos significativos. En el caso de algunos anticuerpos
débilmente reactivos, la asociacion podria no alcanzar el equilibrio en 30 minutos
y la prolongacion de la incubacioén podria incrementar la sensibilidad de la prueba.
La extension mas alla inconvenientes, excepto la demora en la obtencion de los
resultados'’.

a.6. Potencia idnica

En la solucidn salina normal, los iones Na* y CI- se agrupan y neutralizan en parte
las cargas opuestas de las moléculas de antigenos y anticuerpos. Este fenémeno
impide su asociacion. No obstante, si se disminuye la potencia idnica del medio,
el efecto protector se debilita y la atraccién electrostatica aumenta. La reduccion
de la concentracion salina del sistema suero-células acrecienta la tasa de
aproximacién de los antigenos y anticuerpos y podria incrementar la cantidad de
anticuerpos unidos'’.

a.7. Proporcién antigeno-anticuerpo

El exceso de antigenos en relacion con los anticuerpos podria resultar en una
captacion 6ptima de los anticuerpos. En las pruebas de inhibicién o adsorcion,
esta circunstancia es util. Sin embargo en la mayoria de los estudios eritrocitarios
el exceso de antigenos reduce el nimero 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 - aglutinacion

Una vez que los anticuerpos se han unido a los antigenos de la superficie
eritrocitaria, las células sensibilizadas se conforman en una red o malla. Este
hecho permite visualizar la reaccion. El tamafo y 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 aglutinacion'.
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Los puentes establecidos entre los anticuerpos ligados a los sitios antigénicos de
glébulos rojos adyacentes suelen resultar de la colision al azar de las células
sensibilizadas. En condiciones isoténicas, los globulos rojos no pueden
aproximarse a menos de 50 — 100 A"

Particulas con
Ag de superficie Ac frente al Ag

AGLUTINACION

Figura N° 03: Fendmeno de aglutinacion'®

2.9. Importancia de la albumina bovina

La Albumina Bovina, es un reactivo complementario a las técnicas inmuno-
hematoldgicas diversas para potenciar la reaccion entre anticuerpos de clase I1gG
y sus antigenos correspondientes. La albumina actia disminuyendo el potencial
zeta y aumentando la constante dieléctrica del medio, con lo cual la fuerza de
repulsion entre hematies se reduce facilitando su aglutinacion. La albimina bovina
tiene muchas aplicaciones como en la deteccién de anticuerpos irregulares,
pruebas de compatibilidad, identificacién y titulacion de anticuerpo (determina la
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 celulares™®,

2.10. El método adsorcion y elucién

En el cual se mezclan a los sueros anti-A y anti-B (eventualmente también anti-H)
las muestras que se deben analizar, cuyos aglutinégenos absorben entonces,
como en el método precedente, las 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
suspension de glébulos rojos conocidos. También aqui, se identifica el grupo de
la muestra observando si hay o no aglutinacion. Pero, contrariamente al método
por absorcion e inhibicion, aqui el acontecimiento significativo es la aglutinacion
en ciertas pruebas de suero.*
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2.11, El método adsorcion e inhibicién

Que consiste en buscar la disminucion de la dosificacion de un suero
estandarizado anti-A, anti-B y anti-H (O), en funcién de la presencia de antigenos
homdlogos sobre el substrato por examinar®.

Para ello, se utilizan dos series de sueros, uno que contiene los anti-A, el otro los
anti-B, en concentraciones diversas y conocidas. A cada uno de dichos sueros se
anade una fraccion de la muestra y se deja que sus aglutinas reaccionen con los
aglutinégenos de este Ultimo, implicando esta reaccién la absorcion de aglutininas
por los aglutindgenos.*

2.12. Fundamento de la técnica adsorcion - elucion

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, las células
se han roto y por lo tanto las pruebas de aglutinacion directa no son viables; sin
embargo, los antigenos del sistema ABO no se desnaturalizan tan rapidamente
debido a la sequedad y sobreviven por algun tiempo, conservando la capacidad
de aglutinacion antes mencionada. La formaciéon de la reaccion antigeno-
anticuerpo es la base de todos los métodos empleados en la deteccion de
antigenos en el estroma de las células rojas de las manchas de sangre seca. El
método tradicional de absorcién-inhibiciéon fue utilizado durante varios afios con
ese fin, pero es menos confiable comparado con otras técnicas modernas, como
la de absorcion-elucion. Cuando las muestras de sangre seca se retienen sobre
un soporte adecuado (ejemplo: fibras textiles), las particulas que se adhirieron,
conservan de forma eficiente el material antigénico. Esta Ultima técnica esta
fundamentada en un primer proceso de absorcion especifica entre la mancha
problema y su anticuerpo correspondiente; una vez completada la absorcion, el
anticuerpo sobrante se elimina lavando con solucién salina fria. La reaccion
antigeno-anticuerpo se disocia calentando a 56 °C; el anticuerpo eluido se pone
en contacto con glébulos rojos lavados de propiedades antigénicas conocidas,
finalmente la 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 la méas satisfactoria para la determinacion 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 detectables 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*

La técnica de absorcidn-inhibicion debe ser empleada de todas maneras
simultaneamente a la anterior para la determinacién de grupo en manchas de
sangre, y por otra parte es impbrtante sefalar que es el procedimiento de eleccion
en la determinacién de grupo en saliva y semen, fluidos organicos en los que el
antigeno se encuentra en forma soluble*

1 2
Sl i
>l L
Sl >—_
Tratamiento con antisuero. El Ac se El exceso de ac se remueve mediante
une a su Ag especifico lavados
3 4

a4

>l 3
/ 1 1 ' \ﬁ

>—L yp———
Agregar Gr
/ conocidos
Sl a
Sl et
S$i hubo reaccién Ag-Ac, uno y otro se Se observard aglutinacién si el Ag
separan al eluir por calentamiento, presente en los Gr agregados se
quedando el Ac en la fase liquida encuentra en la muestra problema

Figura N° 04: Fundamento de la técnica de Adsorcién — elucion, y el fenémeno de
elucién mediante el rompimientos de los enlaces puente de hidrégeno, mediante
temperatura elevada.*
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2.13. Fundamento de la técnica adsorcion - elucién modificado

Esta técnica deriva del método adsorcion - inhibicién, también podria denominarse
de absorcion — dilucién. Consiste en confrontar porciones de las manchas a
analizar con suero anti A y anti B, respectivamente.?°

Una vez superada esta etapa, durante la cual se producira la formacion del
complejo antigeno — anticuerpo, se procede a diluir la solucién del suero tipificador
donde estaran los anticuerpos no reaccionantes con una progresién aritmética,
1/2, 1/4, 1/8, etc. Finalmente se determina el titulo o concentraciéon de los
anticuerpos no reaccionantes mediante el agregado de gotas de suspension de
globulos rojos determinandose hasta que concentracién puede verificarse la
formacion de aglutinacién. Con los blancos no debiera producirse reaccién por lo
tanto ese sera el titulo maximo en donde no hubo “consumo” de anticuerpos
originales. De haber en las muestras una disminucién de titulo esa circunstancia
nos estaria indicando la presencia en la muestra del antigeno respectivo.?'

Para efectuar el ensayo se requiere una poli cubeta de vidrio transparente, con 4
hileras de excavaciones, siendo lo ideal que cada hilera conste de un minimo de
12 pocillos (o también usar tubos de ensayo en vez de pocillos). En la primera
excavacion de cada hilera se coloca una alicuota del material a analizar, blancos
y muestras respectivamente (2 y 2). En un par se colocan |l 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 concentracion por evaporacion y se deja un minimo
de 2 horas en reposo.?'

El reactivo utilizado aporta anticuerpos que reaccionaran con el antigeno
correspondiente segun el diagrama antigénico de la sangre analizada, durante
esta formacion los anticuerpos reaccionantes se adhieren firmemente a los
antigenos respectivos de modo que los anticuerpos sobrantes estan 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 incubacién, se coloca en cada una de las excavaciones
restantes una gota de solucion fisiolégica y a continuacion se transfiere una gota
del liquido 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 concentracion 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 | gota de suspension de glébulos rojos
lavados A y B respectivamente a cada excavacion se podra establecer el titulo o
concentracién remanente en cada hilera observando cual es la dilucion maxima
en la cual se produce aglutinacion, es decir acumulo de glébulos rojos formando
el ya mencionado “racimo”.?

Como ya dijimos, en los blancos no hay reaccion de modo que en esas hileras la
concentracion original no estara alterada y por lo tanto alli se observara el mayor
titulo. Por el contrario, si hubiera interaccion antigeno-anticuerpo, el consumo de
anticuerpos que sucederia en dicha reaccion, generara una disminucion del titulo
respectivo de anticuerpos A ¢ B, o ambos, segun el caso. Se establece como
disminucion significativa un minimo de dos niveles. Como vemos una disminucion
del titulo blanco con respecto a la muestra, esté indicando la presencia de los
antigenos correspondientes.?'
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Figura N° 05: Fundamento de la técnica de Adsorcion — elucién modificado, y el
fenémeno de inhibicién de los anticuerpos.*
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion de zona de estudios

El presente trabajo de investigacion se realizé en el ambiente del laboratorio de

Microbiologia Ambiental de la Escuela de Formacion profesional de Biologia de la

Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de

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

Ayacucho a una altitud de 2-760 m.s.n.m. con una temperatura promedio de 19,5°C

y una humedad relativa promedio de 46%.

3.2. Muestra

Se considerd a 04 personas voluntarias que pertenecieran al sistema del grupo

sanguineo “A”, “B” y “AB” 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 afios, entre mujeres y varones.

3.3. Fase pre-analitica

3.2.1. Desinfeccion del area de trabajo

Se desinfectd la mesa de trabajo con alcohol 96° y con lejia al 5%, antes y despues

de cada ensayo.

3.2.2. Preparacion de la muestra

e Se obtuvo sangre venosa 6 — 8 ml por goteo en tubos con EDTA 5.4 mg, para
cada uno de los grupos sanguineos: “A”, “B” y “AB".

e Se diluyeron las muestras de sangre con solucion salina fisiolégica 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 manchd por goteo en las telas de algodén (color blanco) con dimensién de

5x5 cm, para cada uno de las diluciones.

Se dejo secar las telas manchadas de sangre en condiciones de laboratorio
por un periodo de 48 horas.

Se recortd las telas manchadas y secas de 3x3 mm, para la técnica de
Adsorcion-elucion; y se recorté 10x10 mm para la técnica de Adsorcion-

elucién modificado.

3.3. Fase analitica

3.3.1. Técnica de absorcion — elucion

En una placa excavada de 4x5 excavaciones, se coloco pequenos recortes
3x3mm de tela manchada con sangre, en el siguiente orden: “A”, “B” y “AB”,
se agregd una gota de suero anti “A” y anti “B".

Se dej6 a macerar por 24 horas a temperatura de laboratorio.

Se lavo las fibras en tubos de prueba rotulados con A y B con solucion salina
fisiolégica con ayuda de una bagueta de manera suave por tres veces, y se
invirtieron los tubos para escurrir las telas.

Luego se elimino la fibra textil y se adiciond una gota de suero fisiologico.

Se coloco en bafo Maria 56 °C por 10 minutos. Se retir6 los tubos y se dejo
enfriar.

Se retird las fibras manteniendo Unicamente la gota de suero fisioldgico en
cada tubo.

Se agregé a los tubos glébulos rojos al 5%, del grupo “A" y “B”
respectivamente. (previamente lavados). ”

Se centrifugd a 2500 rpm por 5 minutos. ‘

Se observo el boton de hematies en la base de cada tubo, y se agitd
suavemente haciendo golpeteos con el dedo pulgar por 10 segundos.

Se realizo la lectura mediante la presencia de aglutinacidén con el signo ( + )y

ausencia de aglutinacién con el signo ( - ).

3.3.2. Técnica de adsorcion - elucion modificado

a.

Determinacion del titulo de isoaglutininas de anticuerpos

Los antisueros monoclonales Biotec anti-A y anti-B, fueron diluidos
sucesivamente hasta 1:128, por separados en tubos de ensayo que contenian
500uL de solucion salina fisiolégica y 500uL del antisuero correspondiente.
Se enfrenté 100 pL de cada dilucion (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 “A”, “B” y “AB”), se
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incubé a 37°C por 15 minutos en bafio maria.

Se centrifugd a 2500 r.p.m. por 3 minutos.

Se agitd suavemente los tubos y se realizé6 la lectura del titulo de
isoaglutininas de anticuerpos monoclonales Biotec anti-A y anti-B (ver Anexo
11).

Determinacion del grupo sanguineo ABO en manchas

Se coloco en dos tubos marcados con “A” y “B”, un corte de tela de algodén
(color blanco) manchada con la muestra hematica (10 x 10 mm).

Se agregod al primer tubo una gota de anti-A diluido y en el segundo tubo
anti-B diluido y se realizd suaves movimientos de golpeteo (empapandolo
los fragmentos de telas completamente).

Se agregd 3 gotas de solucion salina fisiolégica a todos los tubos, con ayuda
de un aplicador invertido sujetar el fragmento de tela en la base del tubo y se
cubrié la boca de los tubos con una torunda de algodon.

Se agitd6 suavemente y se incubé en una estufa a 37°C por 15 minutos
exactamente.

Se destapd los tubos y se extrajo las telas contenidas en los tubos con la
ayuda de su mismo aplicador.

Se agreg0 a cada tubo una gota de albumina bovina al 2%.

Se agité suave y firmemente.

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

Se saco del bafio Maria y se agregoé a cada tubo una gota de hematies
lavados del tipo “A” y “B” al 2%, se agit6 e incubd a 37°C por 15 minutos.

Se sacé del bafio maria y se centrifugd a 2500 r.p.m. por 3 minutos.

Se observo el boton de hematies en la base de cada tubo, y se agitd
suavemente haciendo golpeteos con el dedo pulgar por 10 segundos.

Se realizo la lectura mediante la presencia de aglutinacion con el signo (+ )y

ausencia de aglutinacion con el signo ( - ).*
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3.4. Fase post-analitico

3.4.1. Interpretacion de resultados

a. Técnica de adsorcion - elucion

e Siocurri6 aglutinacion en el tubo “A”, pero no hubiese aglutinacién en el tubo
“B”, entonces la muestra pertenecera al grupo sanguineo “A”.

¢ Si no ocurrié aglutinaciéon en el tubo “A”, pero si hubiese aglutinacion en el
tubo “B”, entonces la muestra pertenecera al grupo sanguineo “B”.

e Si ocurrié aglutinacion en ambos tubos “A” y “B”, entonces la muestra
pertenecera al grupo sanguineo “AB”.

b. Técnica de adsorcién - eluciéon modificado

¢ Si no ocurrié aglutinacion en el tubo “A”, pero si hubiese aglutinacién en el
tubo “B”, entonces la muestra pertenecera al grupo sanguineo “A”.

e Siocurrio aglutinacion en el tubo “A”, pero no hubiese aglutinacioén en el tubo
“B”, entonces la muestra pertenecera al grupo sanguineo “B”.

e Si no ocurrié aglutinacion en ambos tubos “A” y “B”, entonces la muestra
pertenecera al grupo sanguineo “AB”.

3.5. Recoleccion de datos

Para ambas técnicas forenses se llend los resultados en fichas incluyendo los

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

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

3.6. Disefio de investigacion

El disefio de nivel cuasi-experimental.

3.7. Analisis de datos

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

logistica binaria a través de los coeficientes de verosimilitud, el cual se estimé la

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

particular dicotémica (1, 0) y las variables independientes métricas o no métrica

(tiempo y concentracion)??, Fueron procesadas de la siguiente manera:

* Primera fase: Los datos expresados en ausencia y presencia de aglutinacion

(T3]

(signos “+" y “-"), 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 utiliz el software Excel 2013. .

e Segunda fase: Los datos del Excel fueron insertados en las celdas y
procesados por el software MiniTab v17, se determind el modelo de regresion
logistica con sus respectivo graficos de desviacion corregidas y los coeficientes

de verosimilitud para su posterior interpretacion.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo
“A™) diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica
de Adsorcidn - elucion. Ayacucho, 2015.

Tiempo Concentraciones de sangre del grupo sanguineo “A” en manchas
(Dias) 1% 2% 5% 10% 25% 50%
2 - - + + + +
4 - - + + + +
6 - - + + + +
8 - - + + + +
10 - - + + + +
12 - - + + + +
14 - - + + + +
16 = - - + + +
18 = - - + + =
20 - - - + + +
22 - - - + + -
24 - - + + + +
26 - - + + + +
28 - - - + + +
30 - - + + + +
32 - - + + + -
34 - + + + + +
36 - - + + + +
38 - - + + + +
40 - - + + + +
42 - + + + + +
44 - - + + + +
46 - - + + + +
48 - + + + + +
50 - - + + + +
52 - - + + + +
54 - - + + + -
56 - + + + + +
58 - - + + + -
60 - + + + + +

Leyenda: { - ) Ausencia de aglutinacion; ( + ) Presencia de aglutinacién.
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Tabla 2. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo
“B”) diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica
de Adsorcion - elucion. 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 - - + + + <
18 - - + + + +
20 - - + + + +
22 - - + + + +
24 - + - + + +
26 . 3 + + + +
28 . - + + + +
30 - + + + + +
32 - + + + + +
34 - - + + + +
36 - + + + + +
38 - - + + + -
40 - - + + + +
42 - - - + + +
44 - - + + + +
46 - - + + + +
48 = - + + + +
50 - - + + + +
52 - + + + + +
54 - + + + + +
56 - - - + + +
58 - - + + + +
60 - + + + + +

Leyenda: ( - ) Ausencia de aglutinacién; ( + ) Presencia de aglutinacidn.
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Tabla 3. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo
“AB") 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 - - + + " +
12 + - + + + -
14 - + - + + +
16 - - - + + +
18 - + + + + +
20 - - + + + -
22 - + + + + -
24 ) - + + + + B
26 - + + - + +
28 - - + + + +
30 - - + + + -
32 - + + + + +
34 - - + + + +
36 + + + + + -
38 - - - + + +
40 - + + + + +
42 - - + + + +
44 - + - + + +
46 - + + + + +
48 - - + + + -
50 - - + + + -
52 = + + + + +
54 - - + + + +
56 + + + + + +
58 - - + + + -
60 - + + + + -

Leyenda: ( - ) Ausencia de aglutinacién; ( + ) Presencia de aglutinacién.
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Tabla 4. Agiutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo
“A’”) diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica
de Adsorcion - elucion modificados. Ayacucho, 2015.

Tiempo Concentraciones de sangre del grupo sanguineo “A” en manchas
(Dias) 1% 2% 5% 10% 25% 50%
2 + - + + = -
4 + + - - - -
6 + + - = = =
8 + + + + - -
10 + + + = % =
12 + + + - = -
14 + + + - - -
16 + + + - - =
18 + + + + - -
20 + + + - - =
22 + + + - - -
24 + + + - - =
26 + + + + - -
28 + + + + + -
30 + + + - - =
32 + + + - & =
34 + + + + -+ -
36 + + + - + -
38 + + + - - -
40 + + + - - -
42 + + + + - -
44 + + + - - =
46 + + + - - -
48 + + + + + -
50 + + + - - -
52 + + + - - -
54 + + + + - -
56 + + + 5 - -
58 + + + + * -
60 + + + + - -

Leyenda: (-):Ausencia de aglutinacién; ( +) : Presencia de aglutinacion
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Tabla 5. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo
“B”) diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica
de Adsorcion - elucion modificados. Ayacucho, 2015.

Tiempo Concentraciones de sangre del grupo sanguineo “B” en manchas
(Dias) 1% 2% 5% 10% 25% 50%
2 + + + + - -
4 + + + + - -
6 + + + - = -
8 s = _ = 3 g
10 + + + + - +
12 + - = . = =
14 + + 8 - - s
16 + + + - - -
18 + + + - - -
20 + + + + - -
22 + + + - - -
24 + + + - - -
26 + + + + - -
28 + + + - - -
30 + + - - - -
32 + + + + - -
34 + + + + - -
36 + + + = - -
38 + + + + - -
40 + + + + - -
42 + + + - - =
44 + + + + - =
46 + + + - - -
48 - + + + - -
50 + + + + E -
52 + + + + = -
54 + + + + - -
56 + + + + - -
58 + + + + - -
60 + + + - - -

Leyenda: (- ) :Ausencia de aglutinaciéon; { +) : Presencia de aglutinacion
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Tabla 6. Aglutinaciones en muestras de telas manchadas con sangre (grupo sanguineo
“AB”) diluidas a diferentes concentraciones y procesadas durante 60 dias, con la técnica
de Adsorcion - elucion modificados. Ayacucho, 2015.

Tiempo Concentraciones de sangre del grupo sanguineo “AB” en manchas
(Dias) 1% 2% 5% 10% 25% 50%
2 + - = - = -
4 + + + + = -
6 + + + - - -
8 + + + + + +
10 + + + = = *
12 + + + - - -
14 + + + . - =
16 + + + B = =
18 + + + + - -
20 + + + + - -
22 + + + + - -
24 + + * + = =
26 + + + - - -
28 + + + + - -
30 + + + + = n
32 + + + - - -
34 + + + - - -
36 + + = = & -
38 + + + - = -
40 + + + - = -
42 + + + - - -
44 + + + - - %
46 + + - - = =
48 + + + + - -
50 + + + * - -
52 + + - - - -
54 + + + + - -
56 + + + - 5 4
58 + + + - - -
60 + * % ¥ - '

Leyenda: ( - } : Ausencia de aglutinacidn; { +) : Presencia de aglutinacién
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V. DISCUSION

5.1. Técnica de Adsorciéon — elucion.

En la Tabla N° 1, se observa aglutinaciones en muestras de telas manchadas con
sangre del sistema de grupo sanguineo “A”, diluidas a diferentes concentraciones
y procesadas en 60 dias las mismas muestras, considerandose 6ptimos sélo a las
concentraciones 10% y 25%, para determinar el sistema de grupo sanguineo “A”
en manchas sanguineas; Mientras que no posee una antigliedad éptima de la
mancha de sangre que nos permita determinar el grupo sanguineo “A”, durante
60 dias.

En la Tabla N° 2, se observa aglutinaciones en muestras de telas manchadas con
sangre, del sistema de grupo sanguineo “B", diluidas a diferentes concentraciones
y procesadas en 60 dias las mismas muestras, considerandose optimos soélo a las
concentraciones 10% y 25% por ser muy buenas. Mientras que no posee una
antigliedad 6ptima de la mancha de sangre que nos permita determinar el grupo
sanguineo “B”, durante 60 dias.

En la Tabla N° 3, se observa aglutinaciones en muestras de telas manchadas con
sangre, del sistema de grupo sanguineo “AB”, diluidas a diferentes
concentraciones y procesadas en 60 dias las mismas muestras, considerandose
optimos sdlo a las concentraciones 10% y 25% por ser muy buenas. Mientras que
no posee una antigiedad 6ptima de la mancha de sangre que nos permita
determinar el grupo sanguineo “AB”, durante 60 dias.

Villegas, Acevedo, Miranda, Pinto', trabajaron con telas de algodon 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 dilucidon 1/100 (considerandolo
inconcluyente).

Villegas, Acevedo, Miranda, Pinto’, también trabajaron en funcién al tiempo, pero
sin diluir la 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 Adsorcion — elucion modificado.

En la Tabla N° 4, se observa ausencia de aglutinaciones en muestras de telas
manchadas con sangre, del sistema de grupo sanguineo “A”, diluidas a diferentes
concentraciones y procesadas en 60 dias las mismas muestras, considerandose
optimo sélo a la concentracién 50%. Mientras que no posee una antigliedad
6ptima de la mancha de sangre que nos permita determinar el grupo sanguineo
“A”, 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 “B”, diluidas a diferentes
concentraciones y procesadas en 60 dias las mismas muestras, considerandose
optimo sélo a la concentracion 25%. Mientras que no posee una antigiedad
optima de la mancha de sangre que nos permita determinar el grupo sanguineo
“B”, durante 60 dias.

En la Tabla N° 6, se observa ausencia de aglutinaciones en muestras de telas
manchadas con sangre, del sistema de grupo sanguineo “AB”, diluidas a
diferentes concentraciones y procesadas en 60 dias las mismas muestras,
considerandose oOptimo a ninguna concentracion. Mientras que no posee una
antigliedad éptima en la mancha de sangre que nos permita determinar el grupo
sanguineo “AB”, durante 60 dias.

Villegas, Acevedo, Miranda, Pinto', trabajaron con telas de algodon 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 resuitados dudosos en la dilucién 1/500.

Villegas, Acevedo, Miranda, Pinto’, 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
positivos.
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VL. CONCLUSIONES

La concentracion de sangre optimos que permitan determinar el grupo
sanguineo “A”, “B” y “AB” en telas manchadas de sangre, utilizando la técnica
de adsorcion - elucion fue 10% y 25%, en tanto la técnica de adsorciéon —
eluciéon modificado tuvo una concentracion 6ptima de 50%, para determinar
el grupo sanguineo “A”, un 25% para determinar el grupo sanguineo “B”, y sin
concentracion optima para tipificar el grupo sanguineo “AB”.

La antigliedad de mancha de sangre en telas, que permitan determinar el
grupo sanguineo “A”, “B” y “AB”, utilizando la técnica de adsorcién — elucion,
no posee una antigliedad 6ptimo, al igual que la técnica de adsorcidn — eluciéon

modificado.
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VIl. RECOMENDACIONES

Estandarizar la prueba de Adsorcion-elucion modificado, ya puede
considerarse como test diagnostico, sin embargo no se basa en la
comparacion con un gold standard (patrén de oro o patrén de referencia) que
otorga la condicidén de la maxima certeza conocida.

Usar reactivos monoclonales ABO de marca como: Diagast Lab, Biotec Lab,
Wiener Lab y otros, no las genéricas que no llevan el nombre de la fabrica en
la etiqueta del reactivo, porque no resultan el experimento con normalidad. De
igual modo con la albumina bovina 22% y su marca Linear Chemicals, Biotec,
Hoyfarma, 21Lab, etc.

Cada vez que se utilice los anticuerpo monoclonales anti-A, anti-B y la
albumina bovina 22%, siempre a temperar por 5 minutos y homogenizar
invirtiendo el frasco repetidas veces.

Trabajar con controles positivos y negativbs, para evitar falsos positivos y
negativos al momento de reportar los resultados.

En todo momento tener presente la bioseguridad como barreras de proteccién
(guardapolvos, guantes, mascarillas y otros), en la manipulacion de muestras
sanguineas que son potencialmente peligrosos, y durante el experimento
evitar salpicaduras, derrames de las muestras alrededor del laboratorio.
Realizar mas aportes relacionados a la biologia forense: espermatologia,
hematologia forense, entomologia forense, inmunologia forense, etc.
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ANEXO 1. (a) Regresion logistica binaria (curva ajustada a la ecuacién)
Adsorcién - elucién, software estadistico Minitab v17 a) Probabilidad de aglutinacién vs.
Concentracién de sangre en manchas - grupo sanguineo “A’, (b) Probabilidad de

aglutinacién vs. Tiempo de antigledad en manchas sanguineas - grupo sanguineo “A”.

r—

Probabilidad de aglutinacién

— Técnica de

Curva ajustada: probabllldad de aqutmacnon vs. Concentraciones
P(ST) = exp(-0,452 + 9,49 Concentracién A)/(1 + exp(-0,452 + 9,49 Concentracién A))

1-0‘ e — Ajugte
3 — — ICde95%

0,94 * Resultados

0,.84:

0,7- _ e—045249.49(x) - e —_

r T 1+ e-04524949(x) . .| | 001 041

L Wi e 0.02 043

0,54 70 A 005 0,51
: 010 062

0,4 025 087

s 0.50 0,99

0,2

0,14-

0,04

000 005 010 015 020 025 030 035 0,45

Concentraciones de sangre en manchas (%) - - grupo sanguineo "A"

0,50

Tt

Curva ajustada: Probabllldad de aglutmacnon VS. tiempo de reaccion

Probabilidad de aglutinacion

P(SD) = exp(0,306 + 0,00863 Dias A)/(1 + exp(0,306 + 0,00863 Dias A))

1,04 : dndbdptotqtdbdntp (KT XINEXE LY NN

¢ 0-306+0.00863(x)

= 1+ ¢0306+0.00863(x) - - -

L N I B R B R e «an e

AR RAN O EPE NN P U EDEDE NN Y

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

Tiempo de reaccién (dias) - grupo sanguineo "A"

0,04
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Ajuste
— — ICde95%

® Resultado

X Y

2 0,580

6 058
0,589
0,593
0,597
0,601
0,605
0,609
0,613
0,617
0,621




ANEXO 2. (a) Regresion logistica binaria (curva ajustada a la ecuacién) — Técnica de
Adsorcion - elucién, software estadistico Minitab v17 a) Probabilidad de aglutinacién vs.
Concentracion de sangre en manchas - grupo sanguineo “B”, (b) Probabilidad de
aglutinacién vs. Tiempo de antigiedad en manchas sanguineas - grupo sanguineo “B".

Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs. concentraciones (%)
P(SI) = exp(-0,723 + 20,97 Concentracién B)/(1 + exp(-0,723 + 20,97 Concentracién B))

s Ajuste
L i R R G —_— — [Cde95%

g-072342097(x) .. ® Resultados

=T e-0723+2097() : - -

X Y
001 0,37
0.02 042
005 0,58
010 0,80
0.25 0,99
050 1,00

Probabilidad de aglutinacion

0,14

004"
0,00 005 010 015 020 025 030 035 040 045 050

Concentracion de sangre en manchas (%) - grupo sanguineo "B"

(@)

Curva ajustada. Probabllldad de aglutmacuon vs. tiempo de antlguedad
P(SI) = exp(0,862 - 0,00131 Dias B)/(1 + exp(0,862 - 0,00131 Dias B))

—_— Ajuste
— — ICde95%
®  Resultados

X

2 0,704

6 0,704

12 0,705

18 0,705
1 + 086240 00131(::) 24 0,706

........................ 30 0,706
R R R 3% 0707
i rsasaracazs 18 & § & Gisarsiaie s 42 0,707

il 48 o708
................. 54 0,709

60 0,709

0:862+0.00131(x)

Probabilidad de aglutinacion

0,0-: Mnunﬁucuncuuup.ﬂou :

S bbb Rt B bt 3 5 v & 8 KB bk b BB A Ak S s A & & 3 5 4 3.3 & 8 4 5 2.8
u

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Tiempo de antigiiedad (Dias) - grupo sangiineo "B"
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ANEXO 3. (a) Regresion logistica binaria (curva ajustada a la ecuacién) — Técnica de
Adsorcién — elucién, software estadistico Minitab v17 a) Probabilidad de aglutinacion vs.
Concentracién de sangre en manchas - grupo sanguineo “AB’, (b) Probabilidad de
aglutinacién vs. Tiempo de antigliedad en manchas sanguineas - grupo sanguineo "AB".

Curva ajustada Probabllldad de aglutmacnon Vs. Concentrac:lones (%)
P(S) = exp(0,486 + 3,09 Concentracién AB)/(1 + exp(0,486 + 3,09 Concentracién AB))

; 1,04 9€ Wltiiniangnlll g e tr == Ajuste
' — — ICde95%
I 5 = ®  Resuftados
=
L8 0,84
£ 07 —
; = | X Y
32 =N EY-
.8 £0486-3.09(x) P ! 5
| § - o 0.05 0,65
-I?l 1+ eﬂ-436—3.09(x) 010 0,69
| 2 025 0,78
! £ 050 0,88
£ .
<
a

000 005 010 015 020 025 030 035 040 045 0,50

Concentraciones de sangre en manchas (%) - grupo sanguineo "AB"

(a)

‘Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacion vs. tiempo de antigiedad
P(SD) = exp(1,025 - 0,00397 Dias AB)/(1 + exp(1,025 - 0,00397 Dias AB))

B35 5 S UM LRI P — s
— — ICde95%
: 0,9 ®  Resultados
1 c z
' O
i 'g 0,84.
. c . X Y
i S 0,7 —
5 2 0734
i g\ 0,6 6 0,733
o 12 0731
- 3 o5 18 0,730
% 04 24 0728
oz 30 0727
; % 0,3 36 0,725
. 8 42 0723
; g 0,2 48 0,722
i 54 0,720
: 0,14 60 0,719
0,04 ......".......‘.“.'......."." ‘o9 " i
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 .
Tiempo de antigiiedad  (dias) - grupo sanguineo "AB" :
(b)
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ANEXO 4. (a) Regresién logistica binaria (curva ajustada a la ecuacion)
Adsorcion - elucién modificado, software estadistico Minitab v17 a) Probabilidad de
aglutinacién vs. Concentracion de sangre en manchas - grupo sanguineo “A’, (b)
Probabilidad de aglutinacion vs. Tiempo de antigledad en manchas sanguineas - grupo

sanguineo “A”,

— Técnica de

Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs. concentraciones (%)
P(SI) = exp(-2,830 + 21,60 Concentracion A)/(1 + exp(-2,830 + 21,60 Concentracion A))

104
0,9

0.81 e~283+21.6(x)
L e =1+ e-283+216(x)
0,6

Probabilidad de aglutinacién
o o o
B B

=]
'
i

0,24- "

001" 1

000 005 010 015 020 025 030 035 040 045 0,50

Concentraciones de sangre en manchas (%) - grupo sanguineo "A"

Ajuste

— — ICde95%

® Resultados

X Y

0.01 0,07
002 0,08
005 0,15
0.10 0,34
025 0,93
050 1,00

(a

Curva ajustada' Probabilidad de aglutmacron Vs, tlempo de antlguedad

P(SI) = exp(0,101 - 0,01274 Dias A)/(1 + exp(0.101 - 0,01274 Dias A))
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0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Tiempo de antigliedad (Dias) - grupo sanguineo "A”

— Ajuste
— — ICde95%

Resultados

BRoNXx

24

g

ZLER
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0,506
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0,393
0,375
0,357
0,340
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ANEXO 5. (a) Regresion logistica binaria (curva ajustada a la ecuacion) — Técnica de
Adsorcién - elucién modificado, software estadistico Minitab v17 a) Probabilidad de
aglutinacion vs. Concentracién de sangre en manchas - grupo sanguineo “B’, (b)
Probabilidad de aglutinacion vs. Tiempo de antigliedad en manchas sanguineas - grupo

sanguineo “B".

'

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

P(SD) = exp(-2,902 + 23,96 Concentracién B)/(1 + exp(-2,902 + 23,96 Concentracién B))

I e = arn SRy = A % SCANACE A B v Smaie o s se e Dot & vo| fm——— Ajuste

i il st Tiiiiiiiiiiil| | — 1Cde9s%

L M R T At
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C)

P(SD) = exp(0,163 - 0,01328 Dias B)/(1 + exp(0,163 - 0,01328 Dias B))

'Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacion vs. tiempo de antigliedad
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— Ajuste
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e Resultados
X Y
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ANEXO 6. Regresion logistica binaria (curva ajustada a la ecuacién) -
Adsorcién - elucién modificado, software estadistico Minitab v17 a) Probabilidad de
aglutinacién vs. Concentracién de sangre en manchas - grupo sanguineo “AB’, (b)
Probabilidad de aglutinacién vs. Tiempo de antigiedad en manchas sanguineas - grupo

sanguineo “AB".

Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs. concentraciones (%)
P(SD) = exp(-2,660 + 21,64 Concentracién AB)/(1 + exp(-2,660 + 21,64 Concentracién AB))

j IR — Ajuste
104: % 0 SR e
c 09 e Resultados
: :g 0,8- “es o —266+21.64(x)
: ‘E 0.7 T 1 + e-266+2164(x) X Y
- 0.01 0,08
‘ D 06 002 0,10
Ja 005 0317
-3 o5 010 0,38
L8 025 0,94
2 %4 050 1,00
" 037
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e e
! 0,1
0'04 1 T 1 L 1 T 1 T T T T
j 000 005 010 015 020 025 030 035 040 045 050
? Concentraciones de sangre en manchas (%) - grupo sanguineo "AB”
(a)

Curva ajustada: Probabilidad de aglutinacién vs.tiempo de antigliedad
: P(SD) = exp(-0,368 + 0,00466 Dias AB)/(1 + exp(-0,368 + 0,00466 Dias AB))

' 1,01 (¢ 0 ¢; OO'QUOO'O'!!QCQQ.Q'Q.Q‘Q"Q‘O"
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0,54-
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0,0 .".""..'-‘.'.’.....'.".....'.".'.‘."
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mom—— Ajuste
— — ICde95%
e Resultados

X Y

2 0411
6 0416
12 0423
18 0,429
24 0436
30 0443
36 0,450
42 0,457
48 0,464
54 0471
60 0478

Técnica de

(b)
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- % N " 2 oM |
ANEXO 7. Titulo de isoaglutininas de antisueros monoclonales Biotec Anti-A y Anti-B,

Ayacucho, 2015.  \ =
ot N Y ;B
- DILUCIONES ANTICUERPOS MONOCLONALES BIOTEC , ~
GRUPO — -
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 - 1:64 1:128.
A 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ (a2 W
B 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 1+ -
AB (Anti-A) 4 . Ak 4+ o 4+, 3+ 1+ oy -
AB(Anti-B) .4+ 4y A4+ 2+ - e L0
Leyendra_s__ _ {-)Noaglutinacién; . 1+=Siaglutinacion. ___ _ 3+ =Siaglutinacion ... -~
2+ = Si aglutinacion 4+ = Si aglutinacion (.
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ANEXO 8. (a) Tela de algodén color blanco, (b) Recorte de Ia 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.

i
3 L\
\ ;

¥ \

I 3 / .08 co® !
L= —3 4 - ©e© © °
R L ] J / .

1 } . o . ! OOO ~
' (o) m
O ~ -
E/.w o &
rl
(c) (d)
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ANEXO 9. (a) y (b) Tela manchadas con sangre a diferentes concentraciones y
secado a temperatura por 24 horas, (c) Etiquetar en sobres de plastico con cierre
hermético, (d) almacenar las manchas secas en una camara oscura para evitar el
contacto de la luz.

"

b ——
1

AP aa——— N |

(a) (b)

© @
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ANEXO 10. Observaciones macroscopicas y microscopicas de aglutinaciones y
su reporte en cruces.

Positivo 1+ - . Posmvo 1+ (100x)
;f - """ [y 1: - «"1
ot 3 A ‘ 5y s
w5 e, .‘3‘“\; N S
;-P" A PRI
::..'9_ t‘ r " q'“ . ! A
; ‘& “-" - *e VT
. .a‘ » d.,‘ ‘
S'. - v g
b o7 i %
Positivo 2+ , ositivo 2+ (1 OOx)

-
,tﬂ‘ "'l‘\f

Yy

- "

Positivo 3+

Wiy
&

Positivo 4+ ' Positivo 4+ (100x)



ANEXO 11. (a) Preparacién de antisueros monoclonales Biotec Anti-A y Anti-B,
en diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 y 1:128; técnica de Adsorcion-elucién
modificado. (b) Tubos con antisueros diluidos enfrentados con hematies al 2%,
(c), (d) y (e) Formacién del boton de hematies luego de la centrifugacion a 2500
rpm por 3 minutos.

pn Ty L LR i 2 s --\!!‘

R " &
\_ A ﬁ A A 7 4 " 4
\/a , Vi o 2 4 7
- ! - %
BY e~ ~ - TN
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e ¥ N i K s ]
P . b ’f%}@ « v ek
- b oy g,w"-"_w”\;}; ~ : ﬂ"‘ .
e TR L a e wei
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(c) (d)
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ANEXO 12. (a) Diluciones de la sangre a diferentes concentraciones. (b) Toma
de muestra en la escena del crimen.

1% 2% 5% 10% 25% 50%
=
6 ml 6 ml 6m W ﬁ
Sangre 0,06 ml 0,12 mi 0, 3 mi 0, 6 mi 1 5 mi 3 ml
+ + +
NaCl0.9% 594 ml 5,88 ml 5.7 ml 5,4 mi 4, 5 mi 3 ml

Manchar a telas de algodon por goteo

iiiii!

/ y F 43 ’f’ 4

‘s $6%6

Dejar secar por 48 horas

(a)
o Toma de muestra en la escena del crimen
e Dejar secar el fragmento de tela por 24 horas
(b)
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ANEXO 13. Protocolo del procedimiento con la técnica de adsorcién — eluciéh

© ©

@00
OO0
ololole » eoleolole
Afiadir una gota Dejar incubar 24hrs a
Cortar trozitos de Anti-"A” Agnti-"B" temperatura ambiente Lavad 5 voces
: con NaCl 0.9% 2mi
de 3x3mm en la placa excavada (amacerado)
Agitar

© o o o/ / .o

Agitar

Ssuavemente

= R <=

\)
Eliminar los Incubar por 56°C Eiimi
Colocar hisopos iminar los
trozos de tela por10 minutos 0o dan para Eujeta, Afiadir 2 gotas  anticuerpos restantes

(bafio maria) los trozos de tela de SSF

@ Forrnactt'm del bo!ﬁn

Afiadir 1 gota de Centrifugar a Agitar visorosamente
sangreal 5% 2500 rpm por 3 min por 5 seg ool

o Ninguno
— =3

Reaccién positiva  Reaccion negativa Reaccion negativa
GRUPO "A" GRUPO “B" GRUPQ “AB™

®

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

Agitar
Suavemente
. Colocar los hisopos
Cortar trozos Afiadir una gota Gl 3
de 10 x 10mm de Anti-"A” y Anti-"8" gotas de SSF y asSros  spod
diluido®
® / ® / ® ®
)
Agitar Agitar
sggeﬂle suavemente <:: <j
\_
Afiadir 1 gota de Incubar por 37° Afiadir 1 gota Eliminar los trozos Incubar por 37°C
sangre al 2% por 4 minutos o opte OE (Rmitwach
9 0 (estufa aire seco) Se sl

al 2%

@ Formacrbn del botén

Incubar por 37° Centrifugar a Agitar g:qr%rzseamame Reaccion negativa
por 15 minutos 2000 rpm por 3 rmn P g GRUPO “O"
o Ninguno

@l ijiili

Reaccion positiva Reaccion negativa Reaccién negativa
GRUPO “A" GRUPO B GRUPOQ “AB"

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.

o 500 uL 500 uL 500 uL 500 uL 500 ul. 500 uL
— K-\ /—\ /\ﬁ m m m /’\
Anti-A o Anti-B Eliminar
s6lo primer tubo 500 uL

500 ul NaCl 0.9%
a todos los tubos

1:2 ‘ 1:4 ‘ 18 ‘ 1:16 ‘ 1:32‘ 1:64 ‘1:128
e Colocar en otros tubos 100 uL de cada dilucion

100 uL Hematies
lavados al 2%
tipo “A” 0 “B"

a todos los tubos

1:128

1:2 . 14 ‘ 1:8

incubar en bano Maria a 37°C o),

=

|

1:128

Centrifugar a 2500 rpm por 5 minutos

B A B Al !

o Agitar los tubos por 5 - 10 segundos
- ]
75
1:2 1:4 1:8 1:64 1:128
LECTURA Minima aglutinacién visible
:gg = :13;3’ **El titulo de isoaglutinina
04=1.0/4 es 1/64 x 100 —»1,5%
1:128 = 0.78% ’

** Todos los reactivo monoclonales anti-A y anti-B, varian la concentraciéon de anticuerpos de fabricante en
fabricante y de lote en lote del mismo fabricante, como también la exposicién al medio ambiente a mayor tiempo.
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Colocar en un tubo 2 ml de SSF (solucién salina fisioldgica), luego eliminar
182ulL del contenido y en su lugar afiadir albumina 22% liquido 182 ul y

homogenizar.

3. Cloruro de sodio 0.9%

Pesar 9 gramos de cloruro de sodio
Mezclar en 1 litro de agua destilada

Autoclavar la solucion

4. Gldbulos rojos lavados al 2%

Centrifugar la sangre con anticoagulante por 5 minutos a 2 500 rpm.
Aspirar el plasma con una pipeta Pasteur, luego llenar el tubo con NaCl 0.9%.
Centrifugar por 56 minutos a 2 500 rpm, nuevamente aspirar la solucién de
cloruro de sodio, repetir el proceso 5 veces
Tomar el sedimento eritrocitario segun la ecuacién de diluciones:

C1=100%; V1 =7

Co=2%; Vo=2ml

CiXVy=Co XV,
100% X V; = 2% x 2ml
v, = 2% x 2ml
100%
V: =0,04ml = 40 ulL

Colocar en un tubo 2 ml de SSF (NaCl 0.9%), luego eliminar 40uL del

contenido y en su lugar afadir sedimento eritrocitario 40 uL. y homogenizar.

5. Glébulos rojos lavados al 5%

Centrifugar la sangre con anticoagulante por 5 minutos a 2 500 rpm.
Aspirar el plasma con una pipeta Pasteur, luego llenar el tubo con NaCl 0.9%.
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 segun la ecuacién de diluciones: 7 :‘ ;
C1 =100%; Vi = ? o
C2=5%;V2=2ml
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ANEXO 16. Preparacion de reactivos y calculos de las diluciones.

1. Diluciones anticuerpo anti-A y anti-B
¢ Datos obtenidos:
Titulo de isoaglutininas: anti-A = 1/64 equivale en porcentaje 1,5%
Titulo de isoaglutininas: anti-B = 1/32 equivale en porcentaje 3%
* Reemplazamos en la ecuacion Ci.V1 = C2.Vy; si se quiere preparar 2 mL para
ambos antisueros:
Dilucion anti-A para 2 mL Dilucion anti-B para 2 mL

C1=100%; V1=7? Ci1=100%; Vi =7
= 39, =
C2=1,5%;V2=2m| C2 3A),V2 2m]

CixVy=Cy xV,
100% X V; = 3% x 2ml
_ 3% x 2ml
17 7100%
Vi = 0,06ml = 60 uL

Ci X Vy=CoxV,
100% x V; = 1,5% x 2ml
o 1,5% X 2ml
1T 100%
Vi =0,03mi = 30 uL

e Colocar en un tubo 2 ml de SSF (solucién salina fisiolégica), luego eliminar
30uL del contenido y en su lugar afiadir anti-A y homogenizar.
e Colocar en un tubo 2 ml de SSF (solucién salina fisiologica), luego eliminar

60uL del contenido y en su lugar aiadir anti-B y homogenizar.

2. Albumina 2% liquido
e Realizar la dilucion utilizando la ecuacion Ci.Vi = C2.Vz; segln los datos
obtenidos:
Ci1=22%;Vi=7
C2=2%;Vz2=2ml
CixVy=0,%xV,
22% X V; = 2% x 3ml
2% X 2ml
T 22%
V; = 0,182ml = 182 ulL
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Cl X Vl - C2XV2
100% x V; = 5% x 2ml

7 59 X 2ml
17 100%
V, = 0,1ml = 100 ul

Colocar en un tubo 2 ml de SSF (NaCl 0.9%), luego eliminar 100 L del contenido

y en su lugar afadir sedimento eritrocitario 100 L y homogenizar.
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ANEXO 17. MATRIZ DE CONSISTENCIA

i : VARIABLE E p
TITULO P LEMA OBJETIVOS MARCO TEORI METODOLOGIA
ROE e INDICADORES
Determinacion del | ;Cual sera la concentracién | Objetivos generales Antecedentes Variables Muestra
grupo  sanguineo | de sangre y la antigiedad de | Evaluar la concentracion de | En 1901, Landsteiner | » Concentraciones de | Se considerd a 04 personas
“A", “B" y “AB" en | manchas de sangre en telas | sangre y la antigliedad de la | descubrid la existencia del glébulos rojos para la | voluntarias que pertenecieran

manchas de sangre,
Ayacucho 2015.

que permitan aglutinaciones
Optimas en la determinacion
de grupo sanguineo “A”, “B" y
“AB"?

mancha de sangre, O6ptimas
que permitan determinar el
grupo sanguineo “A", “B" y
“AB", utilizando dos técnicas
forenses.

Objetivos especificos

« Conocer las concentraciones
de sangre Optimos, que
permitan determinar el grupo
sanguineo “A”, “B" y “AB” en
telas manchadas de sangre,
utilizando dos  técnicas
forenses.

« Conocer la antigiiedad de
mancha de sangre en telas,
que permitan determinar el
grupo sanguineo ‘A", “B" y
“AB", utilizando dos técnicas
forenses.

sistema ABO.

En 1925, el mismo
Landsteiner, en colaboracién
con Miller, aporta el método
clasico de absorcion para la
determinacion del grupo
sanguineo del sistema ABO.
En 1927, el método que es
descrito por Wiener con el
nombre de Tecnica de
Absorcién-Inhibicién y utilizado
tanto para el sistema A, B, O,
como para los Antigenos
Eritrocitarios M, N.

En 1960, Kind introduce el
método de Absorcidn - elucién
que viene a abolir el tradicional
de Absorcién - inhibicion para
determinaciones de los grupos
ABO.

" determinacion de grupo
sanguineo “A", “‘B" y
“AB", en manchas
secas de sangre.

« Tiempo de exposicion
de glébulos rojos para
la determinacion de
grupo sanguineo “A",
“B" y “AB”, en manchas
secas de sangre.

al sistema del grupo sanguineo
‘A", “B" y "AB” de la ciudad de
Ayacucho. |

Preparacion de la muestra
Se diluyeron las muestras de
sangre: 1/2 (50%), 1/4 (25%),
1/10 (10%), 1/20 (5%), 1/50
(2%), 1/100 (1%).

Se manché por goteo 15 telas
de algodén (color blanco) con
dimension de 5x5 cm, para
cada uno de las diluciones y se
dejo secar 48 horas.
Procesamiento de
Técnicas forenses

las

e La primera técnica utilizada
fue: técnica de adsorcién —
elucién

» La segunda técnica utilizada
fue: técnica de adsorcion-
elucién modificada.

Andlisis estadistico

Regresién logistica binaria.
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