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RESUMEN

La sangre es una de las evidencias bioldgicas mas relevantes en el andlisis forense, tanto por
su frecuencia como por la valiosa informacién que puede aportar de una escena del crimen.
La correcta identificacién de sangre permite orientar la investigacidn, reconstruir los hechos
y vincular a las personas implicadas a través del analisis genético. En este contexto, las
pruebas presuntivas y confirmatorias son herramientas clave en la inspeccidn ocular por su
rapidez y facilidad de uso, aunque su fiabilidad puede verse afectada por diversos factores
del entorno.

Este trabajo propone la evaluacidn de tiras reactivas de analisis de orina, habitualmente
utilizadas en el ambito clinico, como posible herramienta en criminalistica. Para ello, se
realiza un estudio comparativo con el test OBTI® de Bluestar, un inmunoensayo
confirmatorio actualmente empleado por los Mossos d’Esquadra. La metodologia se ha
estructurado en tres fases experimentales: un estudio de especificidad frente a sustancias
interferentes; un estudio de sensibilidad; y simulaciones de condiciones reales de escena del
crimen, incluyendo exposicién al calor, radiacion UV, congelacion y envejecimiento de la
muestra. Ademas, en todos los ensayos se incorporaron controles positivos y negativos para
validar los procedimientos.

Las conclusiones del trabajo ponen de manifiesto la importancia de valorar nuevos métodos
accesibles y rapidos para el cribado de sangre en el lugar de los hechos. Aunque las tiras
reactivas no sustituyen a los tests confirmatorios, su uso complementario puede optimizar la
eficiencia del analisis preliminar en contextos forenses reales.

Palabras clave: detecciéon de sangre, pruebas forenses, tiras de uroanalisis, test OBTI.
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ABSTRACT

Blood is one of the most relevant biological traces in forensic analysis, both due to its
frequent presence and the valuable information it can provide from a crime scene. Proper
identification of blood helps guide the investigation, reconstruct events, and link individuals
involved through genetic analysis. In this context, presumptive and confirmatory tests are
key tools during on-site inspections because of their speed and ease of use, although their
reliability can be affected by various environmental factors.

This study proposes the evaluation of urine reagent strips, commonly used in clinical
settings, as a potential tool in forensic science. To this end, a comparative study was carried
out with the Bluestar® OBTI test, a confirmatory immunoassay currently used by the Mossos
d’Esquadra. The methodology was structured into three experimental phases: a specificity
study involving interfering substances; a sensitivity study; and simulations of real crime
scene conditions, including exposure to heat, UV radiation, freezing, and sample aging.
Positive and negative controls were included in all experiments to validate the procedures.

The conclusions of this study highlight the importance of exploring new accessible and rapid
methods for on-site blood screening. While reagent strips do not replace confirmatory tests,
their complementary use may enhance the efficiency of preliminary analysis in real forensic
scenarios.

Keywords: blood detection, forensic analysis, Urine test strips, OBTI test.
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1. INTRODUCCION

1.1. La sangre y sus componentes principales

La sangre es uno de los fluidos biologicos mas frecuentes e importantes como evidencia
fisica en investigaciones de hechos violentos. Hallar manchas de sangre en una escena,
aporta informacion muy valiosa que puede ser decisiva en la resolucion del crimen.[1]

Ademds, la sangre tiene la capacidad de aportar una gran cantidad de informacion a través
de su analisis. Se trata de una de las evidencias mads iddneas para la obtencién de material
genético en el laboratorio. A partir de las manchas de sangre localizadas en la escena del
crimen, es posible extraer perfiles genéticos tanto de la victima/s como del sospechoso/s.
Esta informacidon genética puede ser crucial para establecer vinculos entre los implicados o
situar a un individuo en el lugar de los hechos. Asimismo, el andlisis de la sangre permite
obtener datos relevantes sobre la dindmica del crimen, el nimero de personas involucradas,
el tiempo transcurrido desde el suceso y otros aspectos determinantes para la resolucion del
caso. [4,5]

La sangre es un fluido corporal que se mueve constantemente a través del cuerpo y realiza
muchas funciones integrales. La sangre se compone de dos partes principales: la porcién
liquida y la porcion celular. La porcidn liquida estd compuesta por el plasma (suma de
proteinas, sales, lipidos y agua) que constituye mas de la mitad de la sangre y su funcién
principal es asegurar que los componentes celulares de la sangre circulen por el cuerpo. Los
componentes celulares incluyen dos tipos de células (rojas y blancas), y fragmentos celulares
llamados plaquetas. [4, 9]

Las plaguetas son fragmentos de células responsables de la coagulacion minimizando la
pérdida de sangre cuando se produce una lesion. [4, 9]

Los glébulos blancos o leucocitos forman parte del sistema inmunitario y su funcién principal
es proteger al cuerpo de infecciones. Estas células tienen ADN nuclear, lo que permite
obtener un perfil genético Unico a través de su analisis.[4, 9]

Por ultimo, los gldbulos rojos o eritrocitos, son células esféricas sin ADN responsables del
transporte de oxigeno por todo el cuerpo que contienen millones de moléculas de
hemoglobina. La hemoglobina es el componente de la sangre que mas interesa a los
cientificos forenses para la deteccion de sangre, especialmente las moléculas hemo
(ferroprotoporfirina) que contienen las cuatro cadenas polipeptidicas. [9]
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1.2. Métodos de deteccion

El objetivo principal de la identificacién de fluidos corporales es descubrir el fluido especifico
presente e identificar quién lo deposité en la escena mediante andlisis de ADN. Para lograr
ese objetivo el paso clave es la correcta recogida de muestras en escenas del crimen. [3]

En el pasado, el perito era el encargado de recolectar las muestras de posibles fluidos
bioldgicos de la escena. Esto lo hacia sin ejecutar ningun tipo de prueba cientifica que
pudiera confirmar que se trataba de un indicio real. Como consecuencia, al evaluar todas las
muestras en el laboratorio se encontraban que una gran parte de ellas no eran de interés
forense, gastando tiempo y recursos del Estado.[2] Por otro lado, tampoco se detectaban
aquellos indicios que no se veian a simple vista, ya sea porque han estado limpiados o
mezclados con otros componentes del lugar.

Es indispensable detectar todos los indicios relevantes de la escena del crimen para que
puedan ser utilizados como pruebas sustanciales en el juicio. Por estas razones, en las
ultimas décadas se han estudiado y desarrollado diversas estrategias para la identificacion
tanto de sangre como de saliva, semen y otros fluidos.

Hasta el momento la manera de proceder de la policia cientifica para la deteccion de sangre
comienza con un examen visual de la evidencia que contiene la presunta mancha. Se realiza
a simple vista bajo luz ambiental para determinar si existen manchas caracteristicas de color
marrdn rojizo, escamosas o costrosas. [9]

Si no se observa ninguna mancha, se emplea una prueba presuntiva u orientativa. Estas
suelen ser pruebas cataliticas de color, rapidas, sensibles y de facil uso. Consisten en un
reactivo incoloro que produce un producto coloreado al exponerse a las moléculas de hemo.
[12]Permiten saber si la sustancia analizada puede ser sangre o no, pero sin distincion de si
es humana o no. Las pruebas orientativas mas utilizadas actualmente son: el luminol y el
Combur test.

Si el resultado de la prueba es positivo para sangre, la muestra se somete a una prueba
confirmatoria. Como el mismo nombre indica, permiten confirmar si el fluido se trata de
sangre humana. Este paso es obligatorio antes de proceder a la tipificacién del ADN.[9]

En las ultimas décadas, gracias a las nuevas tecnologias y areas de investigacion, se han ido
desarrollando varias técnicas confirmatorias:

- Ensayos inmunocromatograficos (Cl).

- Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).[13]
- Electroforesis capilar (CE) [14]

- Espectrometria de masas (MS) [15]
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- Espectrometria Raman [16]

- ATR FT-IR (transformada de Fourier de reflexién total atenuada-infrarrojo) [17]
- NIR (infrarrojo cercano) [18]

- Andlisis de ARN y metilacién del ADN [19]

El método ideal para los investigadores forenses deberia cumplir los siguientes requisitos:
simplicidad, sensibilidad, especificidad, robustez, corta duracion vy bajo coste.
Lamentablemente, la instrumentacién y configuracion que requieren la mayoria de los
métodos anteriores imposibilitan su uso de forma rutinaria. Las técnicas que parecen mas
prometedoras son la espectrometria Raman, ATR FT-IR y NIR y aunque son las Unicas no
destructivas, aun no estdn completamente validadas para el empleo en casos forenses. [6]

Por estas razones el método mas utilizado y el que actualmente se emplea por la policia
forense es la inmunocromatografia.

1.3. Principios operativos

1.3.1. Tiras reactivas de urianalisis

Las tiras reactivas de analisis de orina permiten la deteccion cualitativa y semicuantitativa de
diferentes parametros de una muestra urinaria, entre ellos la presencia de sangre. Con este
test se detecta tanto la presencia de hemoglobina como la de eritrocitos.

La deteccion de sangre se basa en la actividad peroxidasa del grupo hemo presente en la
hemoglobina o en la mioglobina. Esta actividad cataliza la oxidacién de un cromdgeno
(generalmente un compuesto tipo tetrametilbenzidina) en presencia de perdéxido de
hidrégeno. Cuando hay hemoglobina (o eritrocitos intactos que la contienen), se produce un
cambio de color caracteristico en el area reactiva de la tira, que suele ir del amarillo al verde
o azul-verdoso. La hemoglobina libre o mioglobina reaccionan de forma uniforme sobre toda
la zona reactiva y los eritrocitos producen puntos verdes aislados. [6]

Un ejemplo de estas tiras en el ambito forense es la prueba Combur de Roche, desarrollada
inicialmente para detectar sangre en orina. Sus ventajas principales son la rapidez,
resultados en 60 segundos, y la alta sensibilidad. Por el contrario, estas tiras no son
especificas para la sangre humana.

Algunas verduras, como la patata o el tomate, muestran una alta actividad peroxidasa, al
igual que la hemoglobina, por lo que se pueden registrar falsos positivos. De la misma
manera, algunos reactivos con fuerte poder oxidante (como blanqueantes, oxigeno
activo[8]) también pueden producir un falso positivo. [6]
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1.3.2. Inmunocromatografia

La mayoria de las pruebas inmunocromatograficas (Cl) disponibles actualmente, se
desarrollaron inicialmente para identificar la hemoglobina humana en heces como
herramienta de deteccién del cancer de colon. [6] Algunos de los kits comerciales para fines
forenses son: ABAcard ® Hematrace ®, Hexagon OBTI, RSID TM blood, OBTI® Bluestar.

Las pruebas Cl combinan dos técnicas: la separaciéon de moléculas segun su capacidad de
migrar sobre soportes sélidos por flujo capilar y la identificacion de las moléculas diana
mediante la reaccidn antigeno-anticuerpo. [6]

La tira reactiva inmunocromatografica contiene un pocillo de muestra, una regién de prueba
(T) y una region de control (C).

Test region Control region

AN
N/
T C

O | |

/
I

Sample well

Figura 1. Regiones de la tira inmunocromatografica.

El pocillo de muestra contiene anticuerpos monoclonales mdviles, unidos a una molécula de
colorante, que se unen al antigeno diana de la sangre. El par antigeno-anticuerpo se difunde
hacia el otro extremo de la tira reactiva en un corto periodo de tiempo.

La regidén de prueba contiene anticuerpos policlonales inmoviles. Si el antigeno diana esta
presente en la muestra, el par antigeno-anticuerpo se unira a los anticuerpos en la region de
prueba y se detendrd alli. A medida que mas pares antigeno-anticuerpo se unen a la region
de prueba, aparecerd una banda coloreada debido al mayor nimero de moléculas de
colorante presentes.

Finalmente, los anticuerpos monoclonales madviles del pocillo de muestra que no se hayan
unido al antigeno diana continuaran difundiéndose y acumuldndose en la regién de control,
donde se unirdn a anticuerpos policlonales inmdviles especificos para ellos y formaran una
segunda banda coloreada.[9]
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Figura 2. Representacioén del ensayo de Cl. Resultado positivo a la izquierda y negativo a la derecha.

- Ventajas: son kits muy sencillos que pueden realizarse directamente en la escena del
crimen con equipos facilmente disponibles. La prueba es simple y, en condiciones
estandar, requiere menos de una o dos horas. Ademas, su disponibilidad comercial es
grande y a un coste inferior a 10€ por prueba. [6]

- Desventajas: pueden presentar reactividad cruzada con sangre de algunos animales.

Segln las especificaciones del test, se pueden llegar a detectar cantidades minimas de
hemoglobina humana, siendo el limite de deteccién 50 ng/ml Hb. Por lo que su sensibilidad
es muy alta.[7] Por otro lado, la concentracién maxima que se analiza de forma correcta es
de 10.000uL/ml en la zona de transferencia. [10]

Detecta subtipos HbA1, HbA2, HbF(positivo con sangre del cordon umbilical), HbS primate
(gorila, langur y mustelidos). La sangre del tejon reacciona debilmente en una concentracion
de 200uL/ml. La sangre de caballo tambien reacciona debilmente en una concentracion de
500uL/ml. Teniendo esto en cuenta, su especificidad es alta y la posibilidad de reaccion
cruzada (con el riesgo de falsos positivos) es tan baja que puede considerarse insignificante.
[10]

Sin embargo, debemos ser conscientes de que se pueden dar falsos positivos o falsos
negativos. Estas interferencias pueden deberse a la presencia del componente identificador
en otros fluidos o tejidos corporales, materiales vegetales o animales, almacenamiento
inadecuado, etc. Asimismo, se pueden dar falsos negativos debido al llamado hook effect o
efecto gancho de alta dosis. Este se produce cuando hay un exceso de antigeno libre de
anticuerpos en el pocillo de muestra que se difunden mas rdpido uniéndose a los
anticuerpos inmdviles en la regién de prueba. Cuando los pares antigeno + anticuerpo (y
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colorante) llegan, no quedan anticuerpos policlonales disponibles, por lo que la banda no se
visualiza a pesar de la presencia del antigeno objetivo.[9]

Por ultimo, la composicion quimica de la prueba presuntiva (como el luminol), los

detergentes y el lavado también pueden promover resultados falsos negativos en
situaciones particulares. [9]

10
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2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es evaluar la aplicabilidad de tiras reactivas de analisis de orina
para la deteccion de sangre en escenas del crimen.

Para lograr este objetivo, se realiza una comparacién de estas tiras con el test usado
actualmente por los Mossos d'Esquadra, el test OBTI® de Bluestar. Los objetivos especificos
propuestos son los siguientes.

- Comparar tanto la especificidad como la sensibilidad de ambos procedimientos.

- Analizar los falsos positivos mas comunes.

- Evaluar el rendimiento de ambos tests sometiendo las muestras a distintos
tratamientos de degradacién que puedan afectar a la integridad de la sangre y al
resultado de las pruebas.

- Determinar la viabilidad del uso de las tiras reactivas como herramienta auxiliar o
alternativa en el trabajo de campo forense.

11
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3. METODOLOGIA

Para cumplir con los propdsitos establecidos se llevan a cabo tres lineas experimentales de
manera simultanea: un estudio de la especificidad, de la sensibilidad y de simulacion de
posibles casos reales.

Toda la parte experimental se realiza con sangre humana fresca extraida de un unico
donante sano, siguiendo las normativas éticas correspondientes. La sangre fue recolectada
sin anticoagulante y se almacené a una temperatura de 4 grados durante 14 dias.

Seguidamente se describen los procedimientos a seguir para la aplicacién de los dos
métodos de deteccidn de sangre a analizar en este estudio. Estos se llevan a cabo siguiendo
las indicaciones de sus respectivas fichas técnicas, adaptados al contexto experimental
forense planteado en este trabajo.

- Test OBTI® Bluestar. Se recoge la muestra de sangre a estudiar con un hisopo
humedecido en agua destilada y se deposita en el interior del tubo de extraccion el
cual contiene tampon Tris a pH 7,8. Se facilita la extraccidn con movimientos
rotatorios del hisopo dentro del liquido y dejar a temperatura ambiente durante
minimo 60 minutos. Retirar el soporte del test de su sobre y colocar sobre una
superficie plana. Transferir solamente 3 gotas del liquido de transferencia/transporte
en la zona circular marcada con una S. Interpretar el resultado entre los 3 y los 10
minutos después de haber echado el liquido, no leer pasados los 10 minutos porque
puede ser no valido.[10]

BLUESTAR 0BT

S2021027

BLUESTAR'0BTI

T S2021077
For ForensicUse 12,370 &0

Figura 3. Materiales necesarios para la realizacion del test: hisopo, tubo de extraccién con tampdny
tira reactiva.

- Tiras reactivas para uriandlisis. Las tiras, la muestra y los controles para este test
deben encontrarse a temperatura ambiente (15-30°C) antes de empezar con el
procedimiento. Se recoge la muestra de sangre a estudiar con un hisopo humedecido
en agua destilada y se deposita en el interior del tubo de extraccion el cual contiene
agua destilada. Facilitar la extraccidn con movimientos rotatorios del hisopo dentro

12
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del liquido. Una vez homogeneizada la solucidn, transferir a la tira de urianalisis 10uL
de esta. Interpretar el resultado del darea correspondiente a la
hemoglobina/eritrocitos después de 60 segundos comparando con la carta de
colores especificada en el recipiente que contiene las tiras. Nunca leer los resultados
después de los 2 minutos, ya que no son validos. [11]

Figura 4. Materiales necesarios para la realizacion del test: tiras de uroanlisis, hisopo y tubo de extraccidn con
agua destilada.

En todos los experimentos realizados se incluyeron controles positivos y negativos, con el
objetivo de validar la fiabilidad de los resultados obtenidos y asegurar el correcto
funcionamiento de ambos métodos de deteccidn.

- El control positivo consiste en muestras de sangre humana fresca aplicadas
directamente sobre el liquido de extraccidén adecuado y analizadas por triplicado (3
réplicas) en cada experimento. Estos controles permiten confirmar que tanto el test
OBTI como las tiras reactivas eran capaces de detectar eficazmente la presencia de
sangre en condiciones dptimas.

Figura 5. Muestra de sangre para control positivo.

13
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- En cuanto a los controles negativos, se utilizan Unicamente las dos soluciones
diferentes segun el método aplicado (sin adicidon de sangre humana): tampdn OBTI®
para los ensayos con el test OBTI® Bluestar, y agua destilada para los andlisis con tiras
reactivas de orina. Ambos casos se realizan por triplicado, garantizando asi que no se
produzcan falsos positivos debido a interferencias de los reactivos o del
procedimiento.

3.1. Estudio de especificidad

La finalidad de esta fase es evaluar la capacidad de discriminaciéon de ambos métodos para
detectar exclusivamente sangre humana evitando reacciones cruzadas con otras sustancias
bioldgicas o no biolégicas que puedan hallarse en una escena del crimen. Como se ha
mencionado anteriormente, los falsos positivos mds comunes hallados por la policia
cientifica son los productos de limpieza mas comunes, como la lejia o los detergentes. Por
esta razon se ha decidido estudiar: la lejia y el oxigeno activo (también llamado
percarbonato sodico) y jugo de patata, ya que estudios recientes han detectado
interferencias/reacciones inespecificas con los tests basados en actividad peroxidasa.

Por un lado, los tres elementos se someten a los tests de manera directa, es decir, sin adicidon
de sangre. Se afaden 10uL de producto a testar a los tubos de extraccién adecuados.
Pasados los 60 minutos se realizan los tests siguiendo el protocolo establecido, llevando a
cabo 3 réplicas para descartar cualquier posibilidad de azar.

Por otro lado, se realiza un analisis de estos elementos como si se tratase de una posible
escena real. Para esto se depositan diferentes gotas de sangre en una superficie lisa, como si
se tratase de sangre salpicada en el suelo. Una vez secas, se limpian con lejia y con oxigeno
activo. A los pocos segundos se toman muestras de los lugares donde estaban dichas
manchas con un hisopo humedecido en agua destilada y se someten a ambos tests.

3.2. Estudio de sensibilidad

En esta etapa se evalla la capacidad de deteccién de concentraciones bajas de sangre con la
finalidad de determinar el LOD (/imit of detection) de cada test. En el caso del OBTI® Bluestar
el LOD segun el fabricante es de 50 ng/mL.

Se preparan diluciones seriadas de sangre humana en tampdn para el test OBTI® y en agua
destilada para las tiras de uriandlisis. En la siguiente tabla se recogen las diferentes
diluciones y la concentracion de Hemoglobina respectiva, teniendo en cuenta que la sangre
a testar contiene 155 g/L de hemoglobina segtn un informe médico actual.

14
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Tabla 1. Conjunto de diluciones y concentraciones en g/Ly ng/mL.

Sin dilucién 155 g/L Hb 1,55 x 10® ng/mL Hb
Dilucién 1:10 15,5 g/L Hb 1,55 x 10’ ng/mL Hb
Dilucién 1:100 1,55 g/L Hb 1,55 x 10° ng/mL Hb
Dilucién 1:1.000 1,55x 10" g/L Hb 1,55 x 10° ng/mL Hb
Dilucién 1:10.000 1,55 x 10% g/L Hb 1,55 x 10* ng/mL Hb
Dilucién 1:100.000 1,55 x 10° g/L Hb 1,55 x 10° ng/mL Hb
Dilucién 1:1.000.000 1,55x 10" g/L Hb 155 ng/mL Hb

Dilucién 1:3.000.000 1,55 x 10” g/L Hb 15,5 ng/mL Hb

Cabe destacar que estas concentraciones son estimaciones tedricas basadas en la dilucidon
de sangre completa, sin considerar posibles pérdidas durante la manipulacién o adherencias
al recipiente.

. Nles 410 A A00 47 ADCD 4:40000 4:400000 4:4000000 4 :3000.000
Sin A WG

Figura 6. Diluciones seriadas de sangre humana en tampdn Tris.

3.3. Simulaciones de posibles casos reales

En esta ultima fase el objetivo es probar ambos tests en posibles escenarios de crimenes
reales en los que pueden encontrarse restos bioldgicos. A menudo, la sangre hallada en una
escena criminal no se conserva en condiciones dptimas, lo que puede afectar de forma
significativa al rendimiento de los tests de deteccion. Por tanto, es fundamental evaluar la
robustez y fiabilidad de los métodos seleccionados frente a estos factores externos.

Las cuatro condiciones simuladas son las siguientes:

- Antigliedad de la mancha almacenada a temperatura ambiente: se simula un
escenario donde la sangre ha permanecido durante dias, meses o incluso anos
expuesta al aire sin conservacion especifica. Por lo que la degradacién progresiva de
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los componentes celulares y proteicos de la sangre puede comprometer su
deteccion, especialmente si los restos son muy antiguos. Esto es habitual en
crimenes en espacios abandonados, lugares en los que el crimen no fue descubierto
de inmediato, o escenas en interiores sin alteraciones evidentes durante largos
periodos de tiempo.

Exposicion a la luz solar (radiacion UV): al aire libre, con luz solar directa. En muchos
casos, los indicios se encuentran en espacios exteriores, como en parques, caminos
rurales, patios o vehiculos estacionados a la intemperie. La exposicién prolongada a
la luz solar puede alterar la estructura quimica de la sangre y de sus componentes,
dificultando su deteccidn. La radiacidon UV contribuye especialmente a la degradacién
del ADN y de la hemoglobina, interfiriendo con los mecanismos de reactividad
guimica.

Figura 7. Muestra de sangre expuesta a la luz solar en un espacio al aire libre.

Congelaciéon a -20°C: simula contextos donde los restos han sido conservados en
ambientes frios, ya sea de forma accidental o intencional. Este tipo de degradacion
podria encontrarse en zonas montafiosas, viviendas sin calefaccién en invierno, o
cuerpos escondidos en congeladores o cdmaras frigorificas. Este tratamiento permite
valorar si la congelacion afecta a la integridad de la sangre o a la eficacia de los tests
una vez descongelada.

Figura 8. Muestra de sangre para el estudio de congelacién.
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- Exposicion a alta temperatura (100°C): representa una condicion extrema que puede
el cuerpo en horno, chimenea u

producirse en incendios, intentos de quemar

hoguera, o incluso en vehiculos cerrados durante olas de calor.
y destruir glébulos rojos, lo que

temperaturas pueden desnaturalizar proteinas

reduce considerablemente la capacidad de los tests para detectar la sangre.

Tabla 2. Condiciones de simulacion y tiempos de testeo del estudio.

Condicion

Tiempo

24 horas

2 semanas

Antigiiedad

4 meses*

18 meses*

24 horas

Exposicion UV

1 semana

2 semanas

24 horas

Congelacién

1 semana

2 semanas

30 minutos

Exposicidn alta temperatura

60 minutos

90 minutos

*Las muestras para el estudio de antigliedad de 4 y 18 meses se encuentran en papel, a
diferencia de todas las demas. El procedimiento a seguir es el mismo excepto la toma de
muestra: se realiza un recorte del papel de aproximadamente 5 mm y se aboca al tubo de

extraccion.

Figura 9. Muestras de sangre en papel de 4 meses de antigliedad.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Control positivo y control negativo

Los resultados obtenidos en todos los controles positivos realizados han sido positivos, tanto
para el test OBTI® Bluestar como para las tiras de urianalisis. Analizando la imagen adjunta
en anexos, en las réplicas 2 y 3 se aprecia una pequeia tincion de la tira
inmunocromatografica debido a una alta concentracién de hemoglobina. Por esta razén se
volvieron a repetir estos controles con una concentracién menor de sangre, dando también
un resultado positivo.

Por otro lado, los controles negativos de ambos tests mostraron resultados negativos en
todas las réplicas, lo que indica una buena especificidad en ausencia de interferencias.

4.2. Estudio de especificidad

Tabla 3. Resultados del estudio de especificidad.

Producto testado Test OBTI Tiras de uroanalisis

Jugo de patata Negativo Negativo

Lejia Negativo Negativo

Sangre limpiada con lejia Negativo Negativo
Mezcla de sangre vy lejia Positivo Positivo
Oxigeno activo Negativo Negativo

Sangre limpiada con oxigeno

activo Negativo Negativo

Los resultados recogidos en la Tabla 3 muestran que ambos métodos de deteccién dieron
resultados negativos en la mayoria de las condiciones evaluadas, lo que indica una buena
especificidad general frente a sustancias potencialmente interferentes. La Unica excepcion
fue la mezcla a partes iguales de sangre con lejia, donde ambos tests ofrecieron un resultado
positivo, lo que sugiere una posible interferencia reactiva provocada por la combinacién de
hemoglobina con el agente oxidante presente en la lejia.

En el caso del jugo de patata, ambos tests mostraron resultados claramente negativos, lo
cual es relevante si se tiene en cuenta que algunas fuentes documentan la presencia de
peroxidasas en tejidos vegetales, que podrian inducir reacciones similares a las de la
hemoglobina. Sin embargo, en las condiciones experimentales empleadas, el jugo de patata

18



Trabajo Final de Master

no generd ningun falso positivo, lo que refuerza la especificidad de ambos métodos frente a
este tipo de matrices.

Por otro lado, ni la lejia sola ni la sangre limpiada con lejia generaron sefales positivas en los
tests. Este resultado puede atribuirse al efecto degradante y desnaturalizante del hipoclorito
sodico sobre la hemoglobina, que probablemente haya eliminado o alterado de forma
irreversible el epitopo o el grupo hemo necesario para que los reactivos del test actien. En
contraste, cuando la sangre se mezcla directamente con la lejia en partes iguales, se observé
una reaccién positiva en ambos casos, lo que podria deberse a una liberacién inicial de
hemoglobina libre o productos intermedios que aun conservan actividad peroxidasa o
antigénica suficiente para ser detectados.

Finalmente, el analisis con oxigeno activo (percarbonato sddico) dio lugar a resultados
negativos en todos los ensayos realizados, tanto con los tests OBTI como con las tiras
reactivas. Esto indica que, bajo las condiciones estudiadas, este agente de limpieza no
provocoé falsos positivos ni interfirié con la reaccion de los tests.

4.3. Estudio de sensibilidad

Tabla 4. Resultados del estudio de sensibilidad.

Test OBTI® Tiras de urianalisis
Sin dilucion Positivo Positivo
Dilucién 1:10 Positivo Positivo
Dilucién 1:100 Positivo Positivo
Dilucién 1:1.000 Positivo Positivo
Dilucién 1:10.000 Positivo Positivo
Dilucién 1:100.000 Positivo Positivo (débil)
Dilucién 1:1.000.000 Positivo Negativo
Dilucién 1:3.000.000 Positivo (débil) Negativo

Los resultados del estudio de sensibilidad del Test OBTI® muestran que el limite de deteccién
es de 15,5 ng/mL Hb. Aunque la sefial es débil, el kit especifica que sigue siendo un
resultado positivo. Por lo tanto, se corrobora el LOD especificado por el fabricante.

El limite de deteccion de las tiras para andlisis de orina obtenido en este estudio es de 1,55 x

10° ng/mL Hb. Analizando los resultados vemos que la sefial positiva empieza a disminuir el
la dilucién 1:100.000.
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4.4. Simulaciones de posibles casos reales

4.4.1. Antigiiedad a temperatura ambiente

Tabla 5. Resultados del estudio de antigliedad a temperatura ambiente.

Tiempo Test OBTI Tiras de uroanalisis
24h Positivo Positivo
2 semanas Positivo Positivo
4 meses Positivo Positivo
18 meses Positivo Positivo

4.4.2. Exposicion a la luz solar (radiacion UV)

Tabla 6. Resultados del estudio de exposicion a la luz solar.

Tiempo Test OBTI Tiras de uroanalisis
24h Positivo Positivo
1 semana Positivo Positivo
2 semanas Positivo Positivo

4.4.3. Congelacién a -20°C

Tabla 7. Resultados del estudio de congelacion a -20°C.

Tiempo Test OBTI Tiras de uroanalisis
24h Positivo Positivo
1 semana Positivo Positivo
2 semanas Positivo Positivo

4.4.4. Exposicion a alta temperatura (100°C)

Tabla 8. Resultados del estudio de exposicion a alta temperatura.

Tiempo Test OBTI Tiras de uroanalisis
30 minutos Positivo Positivo
60 minutos Positivo Positivo
90 minutos Positivo Positivo
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Todos los resultados de las diferentes condiciones y tiempos analizados en esta fase final del
estudio han resultado positivos.

Se ha realizado un registro fotografico de todos los resultados, excepto para el estudio del
oxigeno activo por problemas técnicos en la realizacién de las fotografias. Todos ellos se
encuentran en el apartado de anexos.
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5. CONCLUSIONES

Una vez realizados los estudios y analizados todos los resultados se han podido extraer

varias conclusiones.

La especificidad de ambos tests es muy similar, dando resultados negativos en los
estudios de los posibles falsos positivos. La limpieza de la sangre con lejia y oxigeno
activo son eficaces para evitar la deteccién de sangre.

La sensibilidad de ambos tests es alta, pero la del test OBTI® Bluestar es mucho
mayor que la de las tiras de analisis de orina.

El rendimiento de ambos tests frente a las condiciones de simulacidon de posibles
casos reales ha sido favorable confirmando la robustez y fiabilidad de ambos tests.
No obstante, deberia realizarse un estudio mas exhaustivo para confirmar estos
resultados, aumentando los tiempos y las temperaturas de tratamiento para la
degradacion de la sangre.

El uso de tiras reactivas en ambito forense como sustitucién de los tests de
inmunocromatografia no es recomendable, debido a la no diferenciacion entre
sangre humana y no humana y su menor sensibilidad para la deteccidon. Aunque se
trata de una buena herramienta para pruebas orientativas o auxiliares en el trabajo
de campo forense.
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7. ANEXOS

- Controles positivos

- Controles negativos

- Estudio de especificidad
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Estudio de sensibilidad
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Estudio de antigiiedad a temperatura ambiente
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Estudio de exposicion a la luz solar (radiacion UV)
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- Estudio de congelacién a -20°C
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Estudio de exposicidn a alta temperatura (100°C)
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