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REGLAMENTO GENERAL DEL LABORATORIO REGIONAL DE
INVESTIGACION FORENSE — MINISTERIO PUBLICO FISCAL

OBJETIVO: articular la actividad del Laboratorio de Investigacion Forense con
operadores judiciales, cuerpo Médico Forense y policia criminalistica.-

I. Normas Generales

Articulo 1. FUNCIONES. Los profesionales del Laboratorio Regional de

Investigacion Forense cumplen las siguientes funciones:

e Realizar las pericias sobre cualquier tipo de muestras, bioldgicas y no
bioldgicas, relacionadas con un hecho delictivo.

e Confeccionar los informes de la especialidad.

e Asesorar en areas de su competencia cuando sus conocimientos cientificos
resulten necesarios para conformar una decision del 6rgano requirente.

e Asegurar las muestras y material pericial recibidos para la préactica cientifica.

e Capacitar a los operadores del sistema judicial

e Investigar técnicas y procedimientos aplicables para la resolucion de casos

forenses

Articulo 2. OBJETIVIDAD, LEGALIDAD Y VERDAD MATERIAL. En su
condicion de funcionarios publicos, los integrantes del Laboratorio Regional de
Investigacion Forense, deberdn guardar estricto apego a los criterios de
objetividad y legalidad. Sus actividades de investigacion estaran siempre basadas
en las reglas del arte y orientadas al descubrimiento y esclarecimiento de la
verdad.



Articulo 3. CARACTER RESERVADO DE LOS ESTUDIOS. Toda
documentacidn, estudios e informes conservados en el Laboratorio tienen caracter
reservado (art. 257 Cddigo Procesal Penal).

Con excepcion de los peritos de parte designados y/o auxiliares técnicos, la
extraccion de copias y consultas de documentacion, estudios e informes, solo sera
posible mediando autorizacion escrita del Fiscal del caso, donde conste la

identificacion de la persona autorizada.

Articulo 4. INFORMES PREEXISTENTES Los profesionales del Laboratorio
podran utilizar para la elaboracion del dictamen técnico estudios previos o
cualquier otra informacion o documentacion a la que accedan, pero en ningun

caso constituiran su fundamento cientifico Unico o determinante.

Procedimiento

Articulo 5. SOLICITUD DE INTERVENCION. Los profesionales del
Laboratorio daran cumplimiento a las solicitudes del Cuerpo Médico Forense y de
Fiscales Generales, Funcionarios del Ministerio Publico Fiscal o Jueces, de la
provincia o de otras jurisdicciones.-

Los requerimientos se canalizaran por conducto del Coordinador Juridico quien,
en su caracter de unidad ejecutora, administrard las practicas o actuara como
unidad requirente respecto a las pericias que se soliciten a los Laboratorios de la
Red.-

Articulo 6. ARANCELES. Las practicas llevan el arancel que corresponde a la
especialidad. Las sumas ingresaran a una cuenta especial del Ministerio Publico
Fiscal y seran destinadas al mantenimiento y funcionamiento del Laboratorio

Regional.

Articulo 7. TOMA, CONSERVACION Y ENVIO DE MUESTRAS. La remision

de muestras para la realizacion de préacticas cientificas en el ambito del
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Laboratorio debe realizarse con la respectiva cadena de custodia para preservar la
autenticidad de los mismos (art. 267 CPP), y conforme a metodologia de
recoleccion, conservacion y envio establecido por el Laboratorio Regional de

Investigacion Forense -Anexo I, 11, 111 'y VIII que forman parte del presente.-

Articulo 8. INGRESO DE LA PRACTICA. Recepcionada la/s muestra/s se
verificard la documentacion respaldatoria y el estado general del envio, se
asentara su ingreso en el Sistema Informatico de Registro de Ingresos y asignara

namero de protocolo.

Articulo 9. FIJACION DE FECHA DE INICIO Y CONTROL DE PARTES. El
profesional competente fijara fecha y hora de inicio del estudio teniendo en cuenta
el asiento del 6rgano requirente ,respetando un orden de prelacién en el que se
ponderard la fecha de solicitud como asi también la complejidad y urgencia de la
labor requerida.

La fecha y hora de inicio del estudio se comunicara al Fiscal del caso o Juez
requirente a efectos de su notificacion a las partes.-

Cuando el estudio al que deben someterse la/s muestra/s macroscépicas pueda
agotarlas, impidiendo otro ulterior, el profesional a cargo de la practica
comunicard tal circunstancia al Fiscal o Juez para que adopte los recaudos en

materia de control de parte.-

Articulo 10. INTERVENCION DE PERITOS DE PARTES. Seran admitidos
peritos de partes (art. 198 CPPCh) y auxiliares técnicos (art.125 CPPCh), cuando
su designacion conste en las actuaciones remitidas al laboratorio.

Los peritos deberén tener titulo habilitante en la materia relativa al punto sobre el
que dictaminaran (art. 196 Codigo Procesal Penal).

Los peritos podran dictaminar por separado cuando exista diversidad de opiniones
entre ellos (art 201 del Codigo Procesal Penal).

La incomparecencia de peritos de parte o auxiliares técnicos no suspendera la

practica cientifica lo que se hara constar en el informe final.



Articulo 11.- INICIO DE PERICIA Y EVALUACION FORMAL. El profesional
responsable de la practica cientifica procederd a la apertura de la muestra que
podra ser ACEPTADA, ACEPTADA CON RESERVA o RECHAZADA, de
conformidad con las pautas fijadas para la toma, conservacion y envio de las
muestras.- (Anexo IV Circuito para recepcion de muestras).

Las muestras rechazadas seran devueltas con las observaciones constatadas.-

Articulo 12. PERICIA. Aceptada o Aceptada con reservas las muestras biologicas
0 no bioldgicas se dard comienzo a la préctica cientifica de conformidad con las
pautas establecidas en los manuales de procedimiento técnico (Anexo V, VI 'y
VII).

Articulo 13. INFORMES. El informe debera contener:
A. Datos generales:
1. Lugary fecha de realizacion del informe
2. ldentificaciébn completa del Laboratorio: nombre, organismo del que
depende, domicilio
3. ldentificacién Unica del informe: nimero de protocolo o codigo
4. Entidad solicitante
5. Numero y caratula del caso y/o investigacion penal en la que se enmarca la
pericia realizada
6. Obijetivo del andlisis o puntos de pericia solicitados.

7. Fechay hora de inicio de la pericia.

B. Muestras analizadas. Se realizard una descripcion detallada del material
pericial. Podra ser acompafiado de documentacion fotogréafica.

C. Metodologia de analisis.

D. Resultados y conclusiones. Las inferencias del andlisis de los resultados
deberan expresarse en forma clara, sencilla y sin ambiguedades, a fin de que el
informe pericial sea correctamente interpretado.

Las conclusiones pueden ser complementarias de otros estudios o definitivas.



MINISTERIO

PUBLICOFISCAL

PROVIM DEL CHUBUT

E. Comentarios. Se deberd indicar si existe 0 no muestra disponible para futuros
andlisis. Sugerir la realizacion de otros estudios en aquellos casos que se
considere necesario. Podra incluir otra informacion, comentario o sugerencia
pertinente.

F. Bibliografia

G. Firmay sello aclaratorio del profesional interviniente. Deber4 constar en todas
las hojas y al final del informe.-

El informe sera entregado dentro de un plazo minimo de 8 dias y 20 dias de maximo a

partir del inicio del estudio.-

Articulo 14. Concluido el estudio de las muestras aceptadas o aceptadas con reserva y
producido el informe, el material pericial se devolvera al Cuerpo Médico Forense y/o
Oficina de Secuestros con la debida cadena de custodia (Acordada 4016/12bis),

quedando en resguardo del Laboratorio los tacos, vidrios y copias de los informes.

Articulo 15. TIEMPO DE CONSERVACION. DESTRUCCION Los tacos y vidrios se
conservaran por el término de DIEZ afios y su resguardo serd debidamente
individualizado. En el caso del vidrio debera estar grabado de forma fisico indeleble
mediante lapiz diamante, y el taco de parafina debera estar adherido en su base a un
molde de inclusién de plastico numerado con lapiz de grafito.-

Vencido el plazo de conservacion dichos elementos seran destruidos conforme se
detalla: a) los tacos se desparafinan con estufa de secado y posteriormente la muestra
bioldgica se incinera como residuo patolégico, la parafina como residuo toxico y la
canastilla que contenia el taco se reutiliza; b) el vidrio junto con la muestra se destruyen

como elementos punzo cortantes.

Articulo 16. DISPOSICIONES COMPLEMENTARIAS. Se aplicaran en lo pertinente y
en cuanto fuera compatible con la actividad las normas de la Ley XV nro. 9 y Ley V
nro. 94.-
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ANEXO |

TOMA Y PRESERVACION DE MUESTRAS
PATOLOGICAS

Preservacion de las muestras bioldgicas conforme estdndar de calidad fijado
por el Gabinete de Patologia Forense del Laboratorio Regional de Investigacion

Forense:

o Preparacion de la muestra macroscépica obtenida de autopsias: incluir en formol
al 10% en un recipiente lo suficientemente amplio para su correcta fijacion. Se sugiere
un volumen de formol dos tercios superior al de la pieza.

o La muestra debe estar correctamente rotulada con lapiz de grafito negro y datos
para su individualizacion, acompafiado de la respectiva cadena de custodia y
documentacién respaldatoria.

o Se rechazara toda muestra que no tenga, al menos, nimero de caso y caratula e
identificacion de la muestra;

o Se sugiere la remision de las muestras dentro de las 48hs. de realizada la
autopsia. De no ser posible, debe procurarse realizar el cambio completo de formol al
10% cada 48hs., con un minimo de tres cambios para piezas a almacenar durante un

largo tiempo.

RECOMENDACIONES

o En caso de mala praxis, muerte de nifios y lactantes y otros que se consideren
necesarios v.g. reautopsias, exhumaciones, etc., se sugiere el envio del bloque de
6rganos completo.

o En caso de autopsias parciales, las muestras enviadas deben ser representativas
de cada organo, recomendandose un pool minimo de visceras (pool basico) compuesto
por:

-Cerebro completo

-Corazon completo



-Rifién completo
-Pulmon un 16bulo completo
-Segmento hepatico

-Segmento de pancreas

o En caso de lesion por arma blanca o por arma de fuego se recomienda que la
muestra incluya la totalidad de la misma incluyendo buen margen de &rea sana tanto en
superficie como en profundidad
o En caso de lesiones por electricidad muestrear piel o zona sospechosa de la
entrada de electricidad, y si presentaran lesion tomar tejido subcutaneo, musculo o
huesos. Enviar ademas pool basico de visceras.
o En caso de muerte asociada a quemaduras (Fuego, carbonizacién, acidos o
alcalis) muestrear visceras del aparato respiratorio (laringe, traquea), sistema digestivo
alto y enviar junto con el pool bésico de visceras.
o En caso de intoxicaciones muestrear mucosa digestiva alta desde boca hasta
estdbmago y adjuntar al pool béasico de visceras.
o En caso de muerte por ahorcamiento o estrangulacion remitir la piel donde
quedd la impresion del surco.

-Planos musculares superficiales y profundos supra e infrahioideos y
prevertebrales

-Faringe

-Laringe y hueso hioides

-Paquete vasculo nervioso latero cervical: carétidas, yugulares y
neumogastrico
o En casos de muerte en asociacién con embarazo remitir junto con el pool basico
de visceras pieza de histerectomia completa: Utero mas anexo (ovarios y trompas,

parametrios uterinos), placenta completa y sus anexos (cordén umbilical y membranas).
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ANEXO II

TOMA Y PRESERVACION DE MUESTRAS
TOXICOLOGICAS

En las investigaciones de muerte, el tipo y la cantidad de fluido biol6gico a

remitir dependeran de la droga o toxico quimico a investigar.

MUESTRAS

CANTIDAD

ESTUDIO

CONSERVACION

Sangre cardiaca(*)

Con anticoagulante

30 ml (lado derecho
del corazén, vena

cava inferior, etc.)

Colinesterasa
Alcoholemia
CO

Heladera

(maximo 2 semanas)

Sangre periférica

*)

Con anticoagulante

10 ml (vena femoral

derecha o izquierda)

Colinesterasa
Alcoholemia
CO

Heladera

(maximo 2 semanas)

Sangre periférica

*)

Sin anticoagulante

10 ml (vena femoral

derecha o izquierda)

LDH
CPK

Colinesterasa

Centrifugar lo antes
posible y separar el
suero

El suero Freezer

Orina Todo lo disponible Drogas Heladera , si no se
Alcohol envia inmediatamente
Freezer
Humor vitreo (*) Todo lo disponible Drogas Heladera , si no se
y separado de cada Alcohol envia inmediatamente
0jo Freezer
Contenido Todo lo disponible Freezer
estomacal
Bilis Todo lo disponible Opiéaceos Freezer
Cerebro 25-50 gr Sustancias Freezer
liposolubles,
drogas
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Rifi6n, Higado, 25-50 gr Téxicos en Freezer
Bazo general

Pulmén 25-50 gr Gases Freezer
Hisopados (nasal, Los que se
vaginal, otros) consideren

convenientes
Grasa subcuténea Piel y grasa Insecticidas Freezer
y/o musculo adyacente. Musculo organoclorado

esquelético (**)

del sitio de interés

Pelo

Mechon cortado en
la base del craneo
del tamafio de un

lapiz. Marcar el

extremo de laraiz y

punta. Envolver en

papel metalizado.

(*) Sin Camara de aire se logra llenando el recipiente hasta el borde asegurando muy

bien su cierre

(**) Para investigar posibles sitios de inyeccién, se debe remitir, ademéas del posible

lugar de inoculacién, una muestra blanco de grasa y/o musculo alejada del sitio de

inyeccion.

Cada tipo de muestra presenta sus ventajas dependiendo de la sustancia a

investigar, por lo que se sugiere recolectar el mayor nimero de ellas y mantenerlas

en resguardo hasta que se decida qué analisis se solicitara.
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RECOMENDACIONES

SANGRE

Para la toma de muestra se desinfectara la piel con alcohol, excepto en el caso de
determinacion de alcoholemia (en este caso recurrir a solucion jabonosa, agua
oxigenada, iodopovidona, etc.)

Ante la sospecha de una intoxicacion de origen desconocido se debera recoger la
muestra de sangre en dos tubos, uno de ellos con anticoagulante (Heparina o EDTA) y
otro tubo sin anticoagulante (o con gel acelerador de coagulacion). En el caso de tener
que asegurar la estabilidad de la muestra, se recomienda reemplazar la heparina por
fluoruro de sodio al 1% (como preservador antibacteriano). EI volumen recomendable
en cada caso seré de 5ml.

Para suero no usar anticoagulante (determinacion de colinesterasa, enzimas)

La conservacion de la muestra se hara en heladera a 4°C. Los recipientes que se
envian deben ser tubos de polipropileno o similar con cierre hermético. Es preferible
utilizar material nuevo o virgen, para evitar contaminaciones (muchas veces quedan
restos de medicamentos y otras sustancias que no se extraen con lavado “casero”,
provocando confusiones en el ulterior estudio analitico).

Cuando se envasa sangre o suero, no debe quedar espacio vacio en el
recipiente, es decir se debe evitar la formacion de una cdmara de aire, que produce
pérdidas importantes no solo de etanol, sino de cualquier otro téxico volatil. Para evitar
esto, el recipiente debe ser llenado al ras, bien tapado y si es posible sellado.

En los casos de extracciones a imputados de un ilicito, se recomienda la
extraccion de por lo menos dos muestras sanguineas consecutivas, con intervalo de
una hora entre ambas extracciones para calculos retrospectivos de alcoholemias.
Informar ademas hora del hecho, hora de extraccion de la muestra y peso en kg

del imputado.

ORINA
Este tipo de muestra es idonea para realizar un estudio de “screening” en el caso
de no conocer el origen de la intoxicacion. Otra ventaja es que la concertacion del

analito puede ser mayor que en sangre. Ademas, en general, la orina esta exenta de
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proteinas, con lo cual se tienen menos interferencias. Es una muestra mas abundante,

facil de recolectar y de conservar.

No utilizar conservante
Las muestras se remitiran inmediatamente al laboratorio, manteniendo la
cadena de frio. Hasta su analisis, las muestras deberan ser mantenidas a -20°C,

para evitar degradacion, o a 4°C, pero por un tiempo no mayor de 24hs.

VISCERAS

Deben colocarse en recipientes rigurosamente limpios, sin agregado de ningdn
tipo de sustancia con fines de preservacién u otro motivo.

Debe disponerse de un recipiente para cada 6rgano. Como minimo se deben
obtener muestras de los siguientes drganos: estomago y su contenido, vesicula biliar y
su contenido, cerebro, pulmon, rifion e higado. En casos particulares, a criterio del
profesional interviniente, se podran agregar muestras de otros 6rganos.

Los recipientes pueden ser de plastico, aunque si se dispone de frascos de vidrio
color caramelo, estos serdn apropiados especialmente para sustancias que se conozcan
como fotosensibles. El tamafio debe estar en relacion con el de la muestra, evitando en
lo posible la existencia de camaras de aire.

El cierre debe ser perfecto. Si no es posible, sellar con parafina. No deben usarse
tapas de papel, algodén o cartén. Pueden utilizarse recipientes plasticos con tapas del
mismo material que permitan un cierre perfecto.

La conservacion de las muestras hasta su andlisis serd a una temperatura ideal de
-20°C, a la cual la actividad enzimética en los sistemas bioldgicos se halla
practicamente paralizada. Estudios de degradacion de analitos muestran que a esta
temperatura los tejidos y humores bioldgicos sufren poca pérdida de los mismos por
biotransformacion. Se admitira la conservacién a 4°C siempre que el tiempo no supere
las 24 hs. en el caso de sospecha de toxicos volatiles solo se admitira la conservacion a -
20°C. Las muestras seran embaladas en recipientes apropiados para conservar el frio,
asegurando que los recipientes contenidos dentro de la caja de transporte no puedan

sufrir roturas durante el traslado al laboratorio.

13
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Es importante respetar el mantenimiento de la cadena de frio durante el traslado,
manteniendo las condiciones iniciales de temperatura.

Enviar cada 6rgano por separado en la medida de lo posible.

NUNCA se conservan en formol muestras destinadas al analisis quimico-

toxicoldgico.

HUMOR VITREO

Se realiza resecando completamente el globo ocular o bien a través de una
puncion del mismo con aguja y jeringa. Muchas veces se remite humor acuoso y no
humor vitreo ya que la densidad de éste ultimo hace dificultosa la extraccién, por lo
tanto debe ponerse atencidn cuando se envia esta matriz.

No utilizar conservante

Para determinacion de Potasio (K) para determinar hora de muerte la

muestra no debe estar hemolizada.

PELO

Para analisis de drogas en pelo se cortard un mechdn de la zona occipital cercana
al cuero cabelludo (importante para estimar el tiempo de consumo), del grosor de un
lapiz (aproximadamente 300 a 400 miligramos). Se fijara con cinta adhesiva en papel
indicando la zona de a raiz y el extremo.

Cortar también pelo pubiano siguiendo el mismo procedimiento.

Atencién: en estudios de comparacién morfologica de pelo o estudios para
ADN, el pelo deber ser arrancado, debe tener raiz. Enviar al menos 25 pelos de distintos
sectores.

Enviar todos los elementos sospechosos cercanos al cadaver como: cucharas,

jeringas, medicamentos y otros.

OTROS LIQUIDOS CORPORALES

La obtencion se debe realizar por puncion de las cavidades donde estos se
encuentran cuidando de no contaminar un liquido con otro (liquido ascitico, de derrame
pleural, pericardico, liquido amnidtico, etc.).

Las secreciones mas viscosas pueden obtenerse con pipetas.

14
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DETERMI- MUESTRA
NACION Recoleccion y OBSERVA-
transporte ESTABILIDAD CIONES METODO
Ocupacional:
miccion espontanea
Acetona post-jornada 15 dias en Si la muestra no
laboral en tubo freezer se remite al
plastico sin camara laboratorio
de aire. dentro de las
Ambiental: orina 24hs., conservar
de 24hs. (recipiente en freezer
plastico de agua
mineral)
"Acido 8- Orina de 24hs. 7 dias en
Aminolevulini | (recipiente plastico | heladera a 4°C.
co urinario de agua mineral) No superar pH:
10
Ocupacional: Suspender el
*Acido miccion espontanea consumo de
fenilglioxilico | post-jornada 20 dias en gaseosas y
(exposiciona | laboral heladeraa 4°C | citricos 72hs.
estireno) antes de la
Ambiental: orina recoleccion de la
de 24hs. (recipiente muestra
plastico de agua
mineral)
Ocupacional: Suspender el
*Acido miccion espontanea consumo de
hiparico post-jornada 20 dias en gaseosas y
(exposiciona | laboral heladeraa 4°C | citricos 72hs.
tolueno) antes de la
Ambiental: orina recoleccion de la
de 24hs. (recipiente muestra
plastico de agua
mineral)
Ocupacional: Suspender el
*Acido miccion espontanea consumo de
mandélico post-jornada 20 dias en gaseosas y
(exposiciona | laboral heladeraa 4°C | citricos 72hs.
estireno) antes de la

Ambiental: orina
de 24hs. (recipiente
plastico de agua
mineral)

recoleccion de la
muestra
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DETERMI- MUESTRA OBSERVA-
NACION Recoleccion y ESTABILIDAD CIONES METODO
transporte
Ocupacional:

*Acido trans, | miccion espontanea | 4 dias en Suspender el

trans post-jornada heladeraa 4°C | consumo de

muconico laboral (apH2sise gaseosas y

(exposicion a guardara méas de | citricos 72hs.

benceno) Ambiental: orina 4 dias) antes de la
de 24hs. (recipiente recoleccion de la
plastico de agua muestra
mineral)

*Arsénico Orina (volumen En heladera a Recipiente de Colorimétric
min. 150ml) de 4°Coen plastico limpio | o: Vasak -
24hs (recipiente freezer: con cierre Sedivec
plastico de agua Indefinido. hermético. -Absorcion
mineral) No se atomica:
Pelos: 1g. recomienda generacion de
Uhas: 19 vidrio hidruros

*Anticonvulsi

vantes: Suero o plasma Heladera 4°C Inmunol6-

Fenobarbital heparinizado por 5 dias gico

Fenitoina Vol. Min.: Iml

Acido

valproico

Carbamacepin

a

*Antidepresiv | Suero o plasma Heladera 4°C Inmunol6-

os triclicos heparinizado por 5 dias gico
Vol. Min: 1ml

Benzodiacepi | -Suero o plasma Inmunol6-

nas heparinizado. gico
Vol. Min: 1ml Heladera 4°C
-Orina: Unica por 5 dias
miccion cercana al
momento de
consumo (no antes
de 1hs)

Vol. Min: 50ml
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DETERMI- MUESTRA
NACION Recoleccion y ESTABILIDAD | OBSERVA- METODO
transporte CIONES
Cannabis Orina: miccion Heladera 4°C Recipiente de -TLC
Unica cercana al por 14 dias plastico limpio | normalizada
momento de Freezer por 4-5 | con cierre -Inmunol6-
consumo (no antes | meses hermético gico
de 1hs.)
Vol. Min: 50ml
Cianuro Sangre entera Heladera 4°C Remitir -Microdifu-
heparinizada en inmediatamente | sion
recipiente de al laboratorio
plastico con cierre
hermético sin
camara de aire.
Vol. Min: 10ml
*Cloripirifos | Sangre en jeringa 15 diasen Si la muestra no
heparinizada freezer se remite al
Vol. Min: 5ml laboratorio
dentro de las
24hs., conservar
en freezer
-Orina de 24hs.
Vol. Min. 100ml Heladera 4°C Recoger en -Absorcion
*Cobre -Sangre entera por 15 dias recipiente de atémica:
heparinizada en Freezer plastico tratado | atomizacion
jeringa descartable | indefinida con &cido nitrico | por llama

sin aguja y tapon
plastico. Vol. Min.
4Aml

-Suero o plasma
heparinizado en
tubo pléastico
tratado con acido
nitrico al 50%, bien
enjuagado y tapén
plastico. Vol. Min.
2ml.

al 50% por lo
menos durante
12hs. El suero o
plasma no deben
estar
hemolizados. Si
se recibe sangre
entera separar el
plasma del
paquete globular
de inmediato
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DETERMI- MUESTRA ESTABILIDAD | OBSERVA- METODO
NACION Recoleccion y CIONES
transporte
*Colineste- Sangre entera Traer al Sin hemolisis -Método
rasa heparinizada. En laboratorio cinético
Eritrocitaria | tubo plastico con dentro de las
cierre hermético 6hs. de extraida.
Vol. Min. 5ml Paquete globular
inestable
Colinesterasa | Suero o plasma Heladera 4°C Es conveniente | -Método
Sérica heparinizado. VVol. | por 7 dias enviar la cinético
Min. 1ml. muestra
inmediatamente
al laboratorio
*Coproporfi- | Orina de 24hs. en Heladera 4°C Conservar
rinas recipiente de por 7 dias refrigerado y al
plastico de agua abrigo de la luz
mineral
Vol. Min. 100ml
*Cromo Vol. Min. 50ml Heladera 4°C Recoger en Absorcidn
Freezer 2 meses | recipiente de atémica:
plastico tratado | atomizacion
con acido nitrico | electrotér-
al 50% por lo mica
menos durante
12hs. previo a la
recoleccion de la
muestra
*D-ALA- Sangre en jeringa Remitir al Nunca colocar
dehidratasa heparinizada. Vol. | laboratorio en freezer
Min. 5ml dentrodelas 2 o
3hs. de extraida
la muestra
*Digoxina Suero o plasma Heladera 4°C Inmunol6-
heparinizado. por 5 dias gico
Vol. Min. 1ml.
Drogas de Orina: Gnica Marihuana en Recipiente de -Inmunol6-
abuso: miccion cercana al | freezer 1 plastico limpio | gico (FPIA)
-cocaina momento de semana. con cierre -TLC
-anfetaminas consumo (no antes | Las otras cinco, | hermético normalizada
-0piaceos de 1hs.).Vol. Min. | 5diasen
-marihuana para el screening heladera a 4°C

-barbitaricos
-benzodiacepi-
nas

de las seis drogas
150ml. Para la
investigacion
individual 30ml.
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DETERMI- Recoleccion y OBSERVA- METODO
NACION transporte ESTABILIDAD CIONES

Sangre en tubo Suero o plasma : | Si se recibe -Absorcion

seco de plastico o Heladera 4°C sangre entera, atomica

vidrio tratado con | por 7dias separa el plasma | -Calorimé-

acido nitrico al 25 del paquete trico
*Ferremia 0 50% y enjuagar globular de

con agua destilada. inmediato.

.nviar el tubo en No debe

posicion vertical hemolizarse

sin centrifugar,

tapado con

Parafilm o tapon

plastico

Sangre entera

heparinizada en

jeringa sin aguja 'y

con tapén

plastico.Vol. Min.

4ml

Ocupacional: 1 semana en No se -Colorimé-
*Fenoles miccion espontanea | heladera a 4°C recomienda trico
(exposicion a | post-jornada 1 mes en freezer | vidrio -Cromatogra-
benceno) laboral fia gaseosa

Ambiental: orina (GLC-FID)

de 24hs. en

recipiente de
plastico de agua
mineral

*Hexanodiona
(exposicion a
n-hexano)

Ocupacional:
miccion espontanea
post-jornada
laboral

Ambiental: orina
de 24hs. en
recipiente plastico
de agua mineral

1 semana en
heladera a 4°C
1 mes en freezer

*1_
Hidroxipireno

Ocupacional:
miccidn espontanea
post-jornada
laboral

Ambiental: orina
de 24hs. en
recipiente plastico
de agua mineral

4 dias en
heladera a 4°C
2 semanas en
freezer

Suspender la
ingesta de
alimentos
ahumados 48hs.
antes de la
recoleccion de la
muestra
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DETERMI- MUESTRA OBSERVA- METODO
NACION Recoleccion y ESTABILIDAD CIONES
transporte
Marcha de Orina: miccion
psicofarmacos | Unica en recipiente
(PSF) o de pléstico de agua | 5 diasen Recipiente de -Inmunolé-
investigacién | mineral o heladeraa 4°C | pléastico limpio | gico
individual: urocultivo. con cierre -TLC
-antidepresivos | Vol. Min. para hermético normalizada
triciclicos marcha de PSF
-fenotiazinas 150ml y para
-butirofenonas | investigacion
-anfetaminas individual 50ml.
-carbamacepi-
na
-0opiaceos
-barbituricos
-benzodiacepi-
nas
*Mercurio Orina de 24hs. en Indefinido en Recipiente de -absorcion
recipiente plastico | heladeraa4°C o | plastico limpio | atdmica
de agua mineral en freezer con cierre -vapor frio
hermético
Metahemoglo | Sangre entera Heladeraa 4°C | Remitir al -Colorimé-
bina heparinizada en laboratorio trico
tubo pléstico con dentro de las -Espectrofo-
cierre hermético. 2hs. de extraida | tométrico
Para co-oximetria la muestra -Co-oximetro
sangre entera
heparinizada en
jeringa descartable
sin aguja y con
tapdn plastico
Vol. Min. 1ml
Metanol Sangre entera Remitir Extraer la -
(anticoagulante refrigerada lo muestra Colorimétric
FNa o citrato), antes posible al | desinfectando o (Williams)
suero o plasmaen | laboratorio con solucion -
tubo plastico con jabonosa, yodo | Cromatografi
cierre hermético sin povidona, etc. a gaseosa
dejar camara de Sin contenido de | (GC-FID)
aire alcohol
Vol. Min. 3ml
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DETERMI- MUESTRA ESTABILIDAD | OBSERVA- METODO
NACION Recoleccion y CIONES
transporte
Monédxido de | Sangre entera -Microdi-
carbono heparinizada en fusion
tubo plastico con 3 dias en Enviar la -Espectrofo-
cierre hermético sin | heladeraa 4°C | muestra tométrico
dejar camara de inmediatamente | -Co-oximetro
aire. al laboratorio
Para co-oximetria,
sangre entera
heparinizada en
jeringa descartable
sin aguja y con
tapon pléastico
Vol. Min. 3ml
O-Cresol Ocupacional: 1 semana en
(exposiciéna | miccion espontanea | heladera a 4°C
tolueno) post-jornada 1mes en freezer
laboral
Ambiental: orina
de 24hs. en
recipiente de
plastico de agua
mineral
Paracetamol o | Sangre Remitir Técnicavalida | -Colorimetri-
Acetamino- heparinizada, suero | refrigerada lo solo para a. Lui y Oka
feno o plasma antes posible al | concentraciones
Vol. Min. 2ml laboratorio toxicas, no para
valores
terapéuticos
PCB’s Sangre en jeringa 1 mesen Se requiere
heparinizada heladeraa 4°C | ayuno no menor
Vol. Min. 10ml 3 meses 0 Mas de 8hs.
en freezer
*Plag. Sangre en jeringa 1 mesen Se requiere
Organoclora- | heparinizada heladeraa 4°C | ayuno no menor
dos Vol. Min. 5ml 3 meses 0 Mas de 8hs.
en freezer
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DETERMI- MUESTRA ESTABILIDAD | OBSERVA- METODO
NACION Recoleccion y CIONES
transporte
Orina de 24hs. en
recipiente tratado, | 7 diasen -Absorcion
*Plomo provisto por el heladera a 4°C atémica-
laboratorio 1 mes en freezer atomizacion
Sangre entera por llama
heparinizada en
jeringa descartable,
sin aguja y con
tapon de plastico
Vol. Min. 6ml
Salicilato Sangre en jeringa 7 diasen En caso de -Colorimé-
heparinizada heladeraa 4°C | ingesta Gnica trico
Vol. Min. 5ml tomar la muestra | (Trinder)
pasadas las 6hs. | -Inmunolé-
Registrar fecha | gico
y hora de la
extraccion
*Superwarfar | Suero. Vol. Min. 3 diasen
inicos 4ml heladera a 4°C
(cuantificacion | Sangre en tubo Mas de 30 4
: brodifacoum, | seco. Vol. Min. dias en freezer
bromadiolone | 10ml
y difenacoum;
investigacion
cualitativa:
warfarina 'y
coumatetralyl)
*Talio Orina de 24hs. en |7 dias en -Colorimé-
recipiente plastico | heladera a 4°C trico
de agua mineral 1 mes en freezer -Absorcion
Vol. Min. 200ml atbmica -
atomizacion
por llama
Tiocianatos Orina: miccion | 15 dias  en | Remitir la
unica con 3hs. de | heladera a 4°C o | muestra dentro
retencion. Vol. | en freezer de las 24hs. de

Min. 30ml

recolectada.

* Muestras que se derivan
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ANEXO I11
SELECCION, TOMA Y CONSERVACION DE MUESTRAS PARA ESTUDIOS
DE POLIMORFISMOS DEL ADN
GENETICA

Se describen a continuacion, una serie de recomendaciones y de materiales
bioldgicos habitualmente empleados como muestras de referencia o rastros, que
potencialmente podrian constituir evidencias halladas en escenas criminales.

Se entiende por MUESTRAS DE REFERENCIA a aquellas que se obtienen a
partir de individuos indubitados, como por ejemplo, la victima, un sospechoso o bien
los participantes de un estudio bioldgico de parentesco.

Se describen también las posibles etapas de analisis, ya que en muchos casos el
procedimiento analitico es totalmente destructivo y una vez que se inicia no se puede

recuperar el material en cuestion.

INSTRUCCIONES PARA LA TOMA Y CONSERVACION DE MATERIAL
BIOLOGICO

RECOLECCION DE PERSONAS VIVAS

1-Extraccion de muestras de sangre

Las muestras de sangre son el material de eleccion para estudios de filiacion y
andlisis de muestras de referencia.

Solo personal biomédico calificado (bioquimicos, médicos, flebotomistas, etc.)
podré colectar las muestras de sangre a partir de donantes que puede obtenerse de dos

maneras:

A. Sangre absorbida sobre papel de filtro (forma preferida de recoleccion)
Actualmente la obtencion de muestras sanguineas se basa en la coleccion de
volimenes pequefios. La sangre puede tomarse por puncion venosa, por puncion del

talon en caso de bebés, o por puncion del pulpejo dactilar de la mano, previa
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desinfeccion con etanol con lanceta estéril. Pocas gotas de sangre alcanzan para la

realizacion de un estudio completo.

Depositar de 5 a 15 gotas de sangre (aproximadamente 200-500 microlitros
en total) sobre papel absorbente/papel de filtro de algoddn o similar).
Dejar secar la sangre en el papel al aire libre de polvo por lo menos durante 1

hora sin exponer a la luz solar.

Importante: El papel de filtro no debe haber sido utilizado previamente para

ningun tipo de prueba, debe estar limpio y libre de todo tipo de contaminacion

biologica de origen humano o de otra especie. Las muestras tomadas a diferentes

personas deben ser recolectadas en papeles de filtro separados y rotulados

adecuadamente.

B. Sangre anticoagulada en tubo o en jeringa (solo si por razones de fuerza

mayor no fuera posible realizar la toma sobre papel de filtro descrita en el item A

anterior)

Extraer 5 centimetros cubicos (mililitros).

Anticoagular la muestra con EDTA en: tubos vacutainers con KsEDTA,
tubos o jeringas de polipropileno conteniendo EDTA 5 %.

Invertir el tubo o la jeringa suavemente varias veces para homogeneizar la
sangre y el anticoagulante.

Las muestras liquidas tendran que ser refrigeradas y no congeladas. A tal
efecto se recomienda el uso de refrigerantes previos al envio. Embalar los
tubos conteniendo sangre liquida en forma individual con espuma de nylon o
cilindros de telgopor previamente recubiertos con material absorbente.

Enviar al Laboratorio tan rapido como sea posible.

Importante: Rotular el continente externo con la leyenda “MANTENER EN
LUGAR FRESCO Y SECO, REFRIGERAR AL MOMENTO DE SU RECEPCION,
POTENCIALMENTE PELIGROSO”.
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2-Hisopado bucal

Para tomar la muestra se debe realizar de manera intensa un hisopado de la
mucosa yugal empleando para ello hisopos estériles. Con el objeto de asegurar la
recoleccion de cantidades abundantes de este tipo celular, se recomienda utilizar 5
hisopos independientes, los cuales deberan ser frotados por lo menos, durante 60
segundos en la cara interna de la mejilla.

Los hisopos asi obtenidos deberan secarse a temperatura ambiente y colocados
una vez secos, en sobres de papel nuevos debidamente rotulados.

Esta practica puede emplearse para obtener material tanto de bebés como de
adultos y resulta particularmente Gtil en los casos en que la extraccion de sangre resulte

dificultosa o cuando se aduce que el proceso de extraccion es invasivo.

- Usar hisopos de algodén estériles.

- Frote la cara interna de la mejilla presionando con delicada firmeza durante
al menos un minuto.

- Secar, ensobrar y rotular adecuadamente.

- Los hisopos bucales no necesitan refrigeracion.

3-Uias
En casos donde se sospecha que ha existido contacto violento o lucha, se deben

examinar las ufas de la victima.

- Se recomienda preservar material ungueal y subungueal; para ello se pueden
cortar y recoger por separado las ufias de los dedos de ambas manos. En caso
de no ser posible, por ejemplo si las ufias son muy cortas, se debe humedecer
un hisopo en solucion fisioldgica estéril y tomar la muestra de la region sub-
ungueal.

- Los hisopos deben secarse a temperatura ambiente y ensobrarse en sobres
nuevos correctamente rotulados a fin de evitar posibles contaminaciones y/o

degradacion de las muestras.
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Su obtencidn resulta indolora y si se la preserva adecuadamente podra conservar

valor informativo ain después de varios afios.

4-Pelo

Las muestras de pelo constituyen uno de los rastros més habituales en escenas
criminales. Debe tenerse en cuenta que al solicitarse el analisis genético en muestras de
pelo el mismo es destructivo; por lo cual todo analisis comparativo-estructural debera
ser realizado en forma previa, debiendo registrarse fotograficamente los resultados de

las observaciones previas al estudio de ADN.

- Recoger los pelos con sumo cuidado utilizando pinzas estériles para prevenir
el dafio del bulbo y los tejidos asociados.

- Secar al aire los pelos supuestamente mezclados con fluidos corporales.

- Ensobrar cada grupo de pelos en forma separada en sobres de papel y rotular
adecuadamente.

- Enviar lo antes posible al Laboratorio.

RECOLECCION DE MATERIAL CADAVERICO

1- Cadaver fresco, sin signos de avanzado estado de putrefaccion

A-Tejidos Blandos

- Se debe cortar con bisturi un fragmento de musculo, estriado o liso, los
cuales suelen mantener por méas tiempo su integridad, de entre 10 y 20
gramos, o de 2 a 4 centimetros cubicos de musculo, y colocarlos en un
frasco nuevo.

- No hay preferencia en cuanto a qué musculo o masculos deben tomarse.
Fragmentos de musculos del brazo (biceps/triceps) o de la pierna
(cuadriceps) pueden ser apropiados.

- Embalar en bolsas de polietileno estériles (tipo Ziploc) o en frascos

nuevos/estériles; uno por cada muestra y rotular adecuadamente.
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Enfriar inmediatamente. La temperatura de conservacion adecuada es —20° C
(freezer) o inferior (-70° C). Si esto no fuese posible debe colocarse el
material en congelador de heladera o en heladera y remitirlo al Laboratorio

lo antes posible sin interrumpir la cadena de frio.

Importante: No deben seleccionarse tejidos ricos en materia grasa.

B-Material Oseo y piezas dentales

Se recomienda el empleo de huesos largos y piezas dentales que no exhiban
presencia de caries y /o arreglos odontoldgicos.

Recoger estos materiales bioldgicos con manos enguantadas o con la ayuda
de una pinza limpia o estéril.

Colectar 10-15 cm de huesos largos (humero, fémur o metacarpos y
metatarsos).

Colectar piezas dentales de acuerdo al siguiente orden de prioridades:

Molar sin caries ni arreglos, premolar sin caries ni arreglos, canino sin caries
ni arreglos y dientes delanteros sin caries ni arreglos; molar con arreglo,
premolar con arreglo, canino con arreglo y dientes delanteros con arreglo.
Ubicar las muestras en frascos de pléstico nuevo y limpio con cierre
hermético y sin el agregado de ningun fijador (formol, etc.).

Si los restos estan reducidos y secos, colocarlos en sobres de papel y
rotularlos ya que pueden mantenerse a temperatura ambiente.

Enviar de forma inmediata al Laboratorio.

El material que provenga de exhumaciones debe ser despojado de tejidos

musculares y conectivos asociados, debe ser lavado y secado en estufa (37°C). Una vez
lavadas y secas las piezas dseas y dentarias podran preservarse a temperatura ambiente

hasta el momento de su empleo.

Importante: En forma alternativa, el material cadavérico puede conservarse

hasta el momento de su remision al laboratorio en tubos o frascos conteniendo CINa
solido (sal). ElI material preservado mediante este procedimiento no deberd ser

congelado en ningin momento.

28



Los principios subyacentes que aseguran la eficiente conservacion del tejido
bajo estas condiciones son:
- Ladeshidratacion determinada por el efecto higroscépico del CINa.
- Elincremento de la fuerza ionica.
Estos efectos disminuyen la actividad de enzimas nucleoliticas (que degradan
ADN) y también limitan la actividad microbiana. Ademas, este tipo de preservacion
evita los caracteristicos olores del material cadavérico proveniente de los productos de
degradacion proteica y lipidica. Se facilita también el transporte y conservacion de este
tipo de muestras.
Cubos de aproximadamente 1 cm de lado, deben ser colocados en tubos de
propileno de 50 ml conteniendo aproximadamente 25 gr de sal. Una vez colocado el
contenido debe agitarse vigorosamente con el objeto de poner en contacto la muestra

con la sal y promover a su deshidratacion.

C-Sangre

- Debe realizarse una puncion de la cavidad cardiaca.

- Si la sangre alin no se ha coagulado debe agregarse anticoagulante (EDTA 5
%) a la muestra.

- Luego de tomar la muestra se debe rotular los tubos o jeringas con marcador
indeleble.

- Si la sangre se ha coagulado al momento de tomar la muestra, deben
colocarse los coagulos en tubo de ensayo o frascos de vidrio, rotular
correctamente el recipiente con marcador indeleble y conservar a —20° C
(freezer) o inferior (-70° C). Si esto no fuese posible debe colocarse el
material en congelador de heladera o en heladera y remitirlo al Laboratorio

lo antes posible.

D-Pelos
Para que los pelos sean Utiles para el analisis de ADN nuclear deben tener la
porcion del bulbo piloso, condicién anagénica. En la misma, el bulbo piloso sera muy

rico en células nucleadas y por lo tanto es capaz de de aportar cantidad y calidad
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suficiente de ADN que permitird la realizacion de analisis tanto de marcadores

nucleares como mitocondriales. Para ello es necesario arrancar los pelos sin cortarlos.
Los pelos telogenicos son muy abundantes, pero su capacidad informativa

resulta muy limitada debido a la falta de células en el bulbo, por lo que sélo permite, en

determinadas situaciones, al analisis de ADN mitocondrial.

- Cuando sea posible deben tomarse entre 20 y 30 pelos.
- Colocarlos en sobres de papel nuevo.

- Cerrar y rotular correctamente.
2- Cadaver en estado de putrefaccion

Material Oseo/piezas dentales

Se deberd seguir el mismo procedimiento antes detallado en la seccién
Cadaveres frescos, inciso B, Material Oseo y piezas dentales.

El material cadavérico puede conservarse hasta el momento de su remisién al
laboratorio en tubos o frascos conteniendo CINa. EI material preservado mediante este

procedimiento no deberé ser congelado en ningiin momento.

RASTROS Y VESTIGIOS BIOLOGICOS
Las siguientes instrucciones se recomiendan para la toma de cualquier tipo de

mancha bioldgica (sangre, semen, saliva, otros liquidos biol6gicos).

1-Manchas Frescas
- Si las manchas ain se hallan en estado liquido las mismas deben ser
recolectadas absorbiéndolas cuidadosamente con gasa o hisopo estéril de
algodon. Alternativamente puede usarse papel absorbente.
- Las muestras levantadas deben dejarse secar a temperatura ambiente por lo
menos durante 1 hora sin exponer a la luz solar.

- Colocar cada muestra en un sobre de papel, perfectamente rotulado.
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Importante: nunca colocar en bolsa de nylon, ni colocar muestras de diferentes

origenes en un mismo sobre.

2-Manchas Secas

A-Sangre
La estrategia de recoleccion dependera del soporte sobre el cual se encuentre

depositado:

- Para el caso de manchas de sangre sobre individuos y superficies se
recomienda absorber las manchas de sangre seca por aplicacion de un hisopo
0 gasa estériles humedecidos con solucién fisioldgica.

- Las muestras levantadas deben dejarse secar a temperatura ambiente por lo
menos durante 1 hora sin exponer a la luz solar.

- Colocar cada muestra en un sobre de papel, perfectamente rotulado.

- Para supuestas muestras de sangre en agua o nieve, proceder con rapidez a
fin de evitar mayor dilucion de las muestras.

- Remitir la mayor cantidad de nieve o agua.

- Ubicarla en un frasco hermético, congelar, rotular adecuadamente y enviarlo

de forma inmediata al Laboratorio.

- En aquellos casos en los que las manchas se encuentren sobre objetos
inmuebles y los procedimientos antes detallados no puedan llevarse a cabo,
levantar la mancha tomando la parte del soporte que la contenga teniendo
cuidado de no raspar sobre la misma y tomando la menor cantidad de soporte
posible.

- Enviar el fragmento de soporte que contiene la mancha.

- Colocar cada muestra en un sobre de papel, perfectamente rotulado.

- Si la mancha seca se encuentra sobre algun elemento que pueda ser

enviado al Laboratorio (Por ej.: mancha de sangre en un cuchillo) lo ideal es
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remitir el soporte completo, inmovilizandolo, y remitirlo en un sobre de

papel, perfectamente rotulado.

B-Semen

Absorber las manchas de semen seco sospechadas por aplicacién de un
hisopo o0 gasa estériles humedecidos con solucion fisioldgica.

Las muestras levantadas deben dejarse secar a temperatura ambiente por lo
menos durante 1 hora sin exponer a la luz solar.

Colocar cada muestra en un sobre de papel, perfectamente rotulado.

Enviar los objetos con manchas secas de semen al Laboratorio en sobres de
papel. Envolver la evidencia para evitar la remocion de las manchas por la
accion abrasiva del frote durante el transporte. No usar continentes de
plastico.

Cuando sea posible, recortar muestras grandes de las supuestas manchas de

semen de objetos inmuebles con instrumentos adecuados afilados.

Importante: nunca colocar en bolsa de nylon, ni colocar muestras de diferentes

origenes en un mismo sobre.

Para evidencias seminales tomadas de victimas de violacién ver seccion Toma de

muestra para victimas de abuso sexual.

3- Prendas

Si las manchas estdn humedas deben dejarse secar a temperatura ambiente
por lo menos durante 1 hora sin exponer a la luz solar.

Envolver las prendas una vez secas y luego colocarlas en sobres de papel
individuales, cerrando y rotulando cada sobre con la identificacion de cada
muestra.

Resguardar todos los residuos y rastros asociados a las prendas en sobres de

papel.
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Importante: nunca colocar en bolsa de nylon, ni colocar muestras de diferentes

origenes en un mismo sobre.

4- Pelos
- Recoger los pelos con sumo cuidado utilizando pinzas estériles para prevenir
el dafio del bulbo y los tejidos asociados.
- Secar al aire los pelos supuestamente mezclados con fluidos corporales.

- Ensobrar cada grupo de pelos en forma separada en sobres de papel y rotular.

5- Victimas de abusos sexuales
Se procedera a obtener los hisopados bucales, vaginales y anales segun la
instruccion 002/08, sin perjuicio de la misma, se tendran en consideracion las siguientes

recomendaciones.

Tomar dos muestras de la cavidad oral pasando por debajo de la lengua, encias
y dientes. Esta es la primera toma que debe realizarse, puesto que en la boca los restos
de semen desaparecen con cierta celeridad. Asimismo es oportuno distinguir esta

préactica de aquella que se efectla para obtener una muestra indubitable.

Ademas se recomienda obtener dos tomas de exocérvix , dos tomas de fondo
de saco vaginal, y dos de genitales externos, limpiando cuello uterino, cavidad vaginal
y la region vulvar; y dos tomas anales, limpiando el conducto ano-rectal y una el
margen anal. Si se requieren tomas para analisis de Enfermedades de Transmision
Sexual (ETS) deberdn realizarse con posterioridad, para evitar la pérdida de

espermatozoides.

En caso que la victima de agresion sexual fuese un hombre, se recomienda
realizar frotis mediante dos hisopados del surco balano prepucial, glande y cuerpo de
pene, evitando frotar el meato uretral. Ademas, segun el caso debe evaluarse el hisopado

de escroto.
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Se pueden detectar rastros de saliva durante el examen, habitualmente asociados
a huellas de mordeduras. En esta situacion se recomienda realizar un hisopado de la
zona con hisopos estériles ligeramente humedecidos con solucion fisiologica. La
posibilidad de andlisis genético se vincula con la presencia de células de descamacion
que se desprenden de los ductos salivales asi como de la mucosa bucal. Se debe
proceder de la misma manera en caso de encontrar manchas de semen en la superficie

corporal.

En casos donde se sospecha que ha existido contacto violento o lucha, se deben

examinar las ufias de la victima como se sugiri6 anteriormente.

En aquellos casos en que se verifique acceso carnal o contacto de region genital,
mediante un cuidadoso peinado pubiano es posible recolectar pelos del agresor. Es
importante recoger los pelos con sumo cuidado utilizando pinzas estériles para prevenir
el dafo del bulbo. Cada grupo de pelos debe ensobrarse en forma separada. Debe
tenerse en cuenta que al solicitarse el analisis genético en muestras de pelo el mismo es
destructivo; por lo cual todo anélisis comparativo-estructural debera ser realizado en
forma previa, debiendo registrarse fotograficamente los resultados de las observaciones

previas al estudio de ADN.

Es frecuente encontrar en la ropa de la victima elementos o fluidos del agresor
que van a ser utilizados como elementos fisicos de prueba (pelos, manchas, etc.) y
evidencia traza (en baja cantidad o concentracion) proveniente de la escena, asi como
alteraciones que orienten sobre la manera de como ocurrieron los hechos (orificios,
rupturas, desgarros, salpicaduras, etc.). Si la victima al momento del examen llevara
puesta las mismas prendas de vestir que portaba cuando sucedié el hecho, es necesario
conservar las mismas y se le informara al acompafiante para que le suministre ropa de
cambio. La ropa deberd guardarse en bolsas de papel, por separado con el fin de
disminuir el riesgo de posibles contaminaciones y evitar transferencias que deterioren la

evidencia.
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7- Saliva
Pueden asimismo detectarse rastros de saliva o células de descamacion del

epitelio bucal en objetos como bordes de vasos, picos de botellas, cepillos de dientes.

8- Orina
La orina contiene células de descamacion del tracto urinario. A partir de
hisopados de sitios con restos de orina pueden obtenerse muestras potencialmente

analizables desde el punto de vista genético.

Cualquier resto de material organico hallado que se considere de interés debe ser
colocado en frasco nuevo perfectamente cerrado y rotulado. Debe conservarse a —20° C
(freezer) 6 inferior (-70° C). Si esto no fuese posible debe colocarse el material en

congelador de heladera 6 en heladera y remitirlo al Laboratorio lo antes posible.
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ANEXO A

Ejemplo de solicitud de realizacion de estudio filiacion por medio de analisis del

polimorfismo molecular del ADN.

Sr. Director del Laboratorio Regional de Investigacion Forense

Por medio de la presente solicito la realizacion del estudio de filiacion mediante
analisis del polimorfismo molecular del ADN del siguiente grupo humano cuyas
muestras remito adjuntas con el objetivo de determinar la existencia o no de vinculo
bioldgico entre el Sr. PEREZ, JUAN y el Sr. PEREZ, PEDRO:

1. INTEGRANTE NUMERO 1

a. APELLIDO Y NOMBRE: PEREZ, JUAN

b. CONDICION: Titular

c. Tipo de Muestra Remitida: Sangre en papel de filtro
d. Fecha de Extraccion de la muestra: 2/07/2012

2. INTEGRANTE NUMERO 2

a. APELLIDO Y NOMBRE: RODRIGUEZ, ANA

b. CONDICION: Madre de Integrante 1 (Vinculo Biolégico indubitado)
c. Tipo de Muestra Remitida: Sangre anticoagulada en tubo

d. Fecha de Extraccion de la muestra: 2/07/2012

3. INTEGRANTE NUMERO 3

a. APELLIDO Y NOMBRE: PEREZ, PEDRO

b. CONDICION: Padre Alegado de Integrante 1 (Vinculo Alegado)
c. Tipo de Muestra Remitida: Sangre anticoagulada en tubo

d. Fecha de Extraccion de la muestra: 2/07/2012

Fecha de Solicitud:

Firma y Aclaracion del Responsable de la solicitud:
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ANEXO B

Ejemplo de solicitud de realizacion de estudio forense por medio de analisis del

polimorfismo molecular del ADN.

Sr. Director del Laboratorio Regional de Investigacion Forense

Por medio de la presente solicito la realizacion del estudio del polimorfismo
molecular del ADN del material que enumero y describo a continuacion con el objetivo
de determinar la existencia o no de vinculo bioldgico entre la muestra nimero 1y las

muestras nimero 2, 3y 4:

1. Muestra de sangre tomada al Sr. .........
Condicién: IMPUTADO

2. Mancha de sangre hallada en remera mangas cortas color blanca
Condicion: EVIDENCIA

3. Mancha de sangre hallada en sabana azul con estampado floreado
Condicion: EVIDENCIA

4. Pelos hallados sobre la mesa de la habitacion
Condicién: EVIDENCIA

Fecha de Solicitud:

Firma y Aclaracion del Responsable de la solicitud:
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ANEXO C

MALETIN PARA LA TOMA DE MUESTRAS
La siguiente es una lista de los materiales recomendados necesarios para realizar

la toma de muestras:

* Pipetas Pasteur de plastico estériles

* Frascos de plastico con tapa a rosca.
* Bolsas de polietileno con cierre hermético
* Papel absorbente/de filtro de algodon
» Jeringas (lcc, 5cc, 10cc, 20cc.)

» Agujas

* Lazo

* EDTA 5%

* Hisopos estériles

* Tubos de ensayo estériles

* Gradilla

* Sobres de papel (diferentes tamafios)
* Sobres acolchados

* Barbijos

 Camisolines

* Mascaras para vapores organicos

* Guantes de goma

* Guantes de latex

* Alcohol

* Algodon

* Marcador Indeleble

* Lapicera

* Etiquetas

* Tela adhesiva

* Herramientas: Martillo, Cierra, Pinzas, Bisturi, Tijera

 Camara fotogréafica
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ANEXO D

ACTA DE CONFORMIDAD

Sea cual fuere el tipo de muestra de referencia que se tome, el procedimiento
debera estar acompafiado por la firma de un Acta de Conformidad. El material genético

de cada individuo es Unico y privado.

ACTA DE CONFORMIDAD

Autos caratulados:
Lugary fecha:

Por la presente, los abajo firmantes dan su entera conformidad para la realizacion del
estudio de polimorfismos genéticos de caracter identificatorio, asi como para la extraccion
de muestras de sangre adicionales, en caso de resultar insuficiente la tomada en esta

oprtunidad.

FOTO

NOMBRE Y APELLIDO: DIGITO PULGAR DERECHO
D.N.I:

FECHADE NACIMIENTO:
DOMICILIO:
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Profesional que efectud laextraccidn delamuestra............c.oooeiiiiiiiiiiiiiiiiice e,
................................................................... para el serviciode ..........cocoiiiiiininnnn.

Elinforme podra ser retirado Unicamente por las partes intervinientes.
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TOMA DE MUESTRAS

MUESTRAS OBTENIDAS DE INDIVIDUOS VIVOS

TIPO DE CANTIDAD ESTUDIO PROCEDIMIENTO
MUESTRA
SANGRE 2 papelesde  Filiacion o Extraer sangre por puncion del
filtroo 6 evidencia pulpejo dactilar de la mano, talon o
hisopos (eleccion)  puncién venosa.
Depositar 5-15 gotas en cada tarjeta.
Dejar secar, rotular adecuadamente
y ensobrar.
Anticoagulada  Filiacion o 5 ml en tubo con EDTA.
en tubo o evidencia  Refrigerar la muestra para su envio.
jeringa
HISOPADO 5 hisopos Filiacion  Frotar cada hisopo, con fuerza y

BUCAL girando por la cara interna de la
mejilla por 60 segundos. Dejar secar
y ensobrar.

UNAS DE Todas las Evidencia Cortar el extremo distal libre de las

MANO posibles ufias de cada mano. Colectar todos
los residuos que de ellas puedan
desprenderse. Colocar en un sobre
por cada mano.

1 hisopo por  Evidencia En el caso de que las ufias estén
cada mano del cortas, deberd frotarse el borde de
borde libre las mismas con un hisopo embebido
ungueal en solucion fisioldgica estéril.
Dejar secar, rotular a que mano
corresponden y ensobrar.

PELOS Evidencia Tomar con pinza estéril y prevenir
el dafio del bulbo. Secar al aire si
contienen  fluidos  corporales.
Ensobrar cada grupo de pelos en
sobre separados.

HISOPADO 2 hisopos Evidencia Frotar por debajo de la lengua,

BUCAL deabuso encias y dientes. Dejar secar y

sexual ensobrar.
HISOPADO 6 hisopos Evidencia Obtener dos tomas de exocervix,
VAGINAL de abuso  dos tomas de fondo de saco vaginal,
sexual y dos de genitales externos,

limpiando cuello uterino, cavidad
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vaginal y la region vulvar. Si se
requieren tomas para andlisis de
Enfermedades de  Transmision
Sexual (ETS) deberan realizarse con
posterioridad, para evitar la pérdida
de espermatozoides.

HISOPADO 4 hisopos
ANAL

Evidencia Obtener dos tomas  anales,
de abuso  limpiando el conducto ano-rectal y
sexual dos del margen anal.

HISOPADO DE 2 hisopos
PENE

Evidencia Tomar dos hisopados del surco

de abuso  balano prepucial, glande y cuerpo

sexual de pene, evitando frotar el meato
uretral.

HISOPADO DE 2 hisopos
MORDEDURAS

Evidencia Humedecer los hisopos con solucion
fisioldgica estéril y hacer un barrido
con cada uno por los bordes y el
interior de la mordedura, aclarando
el sitio de la toma.

TOMA DE MUESTRAS

MUESTRAS OBTENIDAS DE CADAVERES

TIPO DE ESTUDIO
MUESTRA

PROCEDIMIENTO

No extraer de cadaver putrefacto

Tomar preferentemente tejido muscular estriado o
liso sin grasa. Cortar 2 a 4 cc del musculo (10-20 gr).
Preservar con sal (*), o congelar a -20°C o -70°C, sin
sal y asegurando cadena de frio durante el envio.

Tomar preferentemente huesos largos (femur,
humero, metacarpos y/o metatarsos). Trabajar en lo
posible con doble guante. Eliminar todo el tejido
muscular y conectivo asociado, con un bisturi.
Colocar en el recipiente adecuado y/o preservar con
sal (*).

TEJIDOS Evidencia
BLANDOS

HUESOS Evidencia

PIEZAS Evidencia
DENTALES

Colectar estas piezas segun el siguiente orden de
prioridades: molar, premolar, canino, dientes
delanteros. Extraer todas las piezas dentales posibles,
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que no exhiban caries ni arreglos odontologicos.
Colocar en el recipiente adecuado y/o preservar con
sal (*).
UNAS DE Evidencia De cadaver no putrefacto
LA MANO Cortar el extremo distal libre de las ufias de cada

mano. Colectar todos los residuos que de ellas
puedan desprenderse. Colocar en un sobre por cada

1 hisopo por  mano.
cadamano del En el caso de que las ufias estén cortas, debera
borde libre frotarse el borde de las mismas con un hisopo

ungueal embebido en solucidn fisioldgica estéril. Dejar secar,
rotular a que mano corresponden y ensobrar.
SANGRE Evidencia Realizar puncién de la cavidad cardiaca y colectar en

tubos con EDTA al 5 %. Si la sangre se ha coagulado
al momento de tomar la muestra, deben colocarse los
coadgulos en tubo de ensayo o frascos de vidrio,
rotular correctamente el recipiente y conservar a —
20° Co0-70°C.

PELOS Evidencia Arrancar 20-30 pelos, previniendo el dafio del bulbo
y ensobrar.

(*) En forma alternativa, el material cadavérico puede conservarse hasta el
momento de su remision al laboratorio en tubos o frascos conteniendo CINa solido
(sal). EI material preservado mediante este procedimiento no debera ser congelado en
ningin momento. Cubos de muestra de aproximadamente 1 cm de lado, deben ser
colocados en tubos de propileno de 50 ml conteniendo aproximadamente 25 gr de sal.
Una vez colocado el contenido debe agitarse vigorosamente con el objeto de poner en

contacto la muestra con la sal y promover a su deshidratacion.

TOMA DE MUESTRAS

MUESTRAS DE RASTROS Y VESTIGIOS BIOLOGICOS

TIPODE ESTUDIO PROCEDIMIENTO
MUESTRA
Manchas de Evidencia Sobre individuos
sangre o Para manchas humedas o frescas: absorber con hisopos
estériles.
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semen

Para manchas secas: absorber con hisopos estériles
humedecidos con solucién fisiologica o agua destilada
estéril.

Sobre objetos 0 elementos transportables (prendas, ropa
de cama, toallas, cuchillo, etc.). Remitir el soporte
completo, inmovilizandolo, y en un sobre de papel
perfectamente rotulado.

Sobre elementos no transportables (colchdn, alfombra,
cortinas, etc.).

Cortar o descoser la porcion que tenga mancha.

Sobre elementos inmuebles (pared, suelo, automdvil,
muebles, etc.). Absorber con hisopos estériles, girando
sobre la mancha y en caso de que las manchas estén secas,
humedecer previamente los hisopos con solucion
fisioldgica estéril. Si los procedimientos antes detallados
no puedan llevarse a cabo, levantar la mancha tomando la
parte del soporte que la contenga teniendo cuidado de no
raspar sobre la misma y tomando la menor cantidad de
soporte posible.

Saliva

Evidencia

Sobre objetos (colillas de cigarrillo, bordes de vasos, latas
y botellas, solapas de sobres, etc.). Recolectar los objetos
sospechados de contener saliva, con guantes o pinza y
embalar por separado.

Orina

Evidencia

Se aconseja recoger con una pipeta plastica en un
recipiente estéril con tapa a rosca. Conservar en heladera,
a -20°C o0 -70°C hasta el envio preservando la cadena de
frio.
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ANEXO V

MANUAL DE PROCEDIMIENTO TECNICO

PATOLOGIA

Las muestras que ingresan en el Laboratorio de Investigacién Forense, pueden ser de

caracter histologico (tejidos/muestra macroscépica) o citoldgico (liquido organico o Puncion

Aspirativa con Aguja Fina).

A continuacion se describira el circuito que recorre un material al entrar en el sector de

histopatologia.

1. Material histoldgico

a. Se realiza la descripcién macroscépica, que consiste en:

toma de dimensiones

toma de peso

descripcion de la forma

descripcion del color

presencia de eventuales alteraciones

toma de fotografias

b. En base a lo referido en el item a., se selecciona la muestra a procesar, la

cual se incluye en un cassette ad hoc.

El material remanente pasa a reserva protocolizada.

c. Deshidratacion e inclusion en parafina. La muestra incluida en los

cassettes se ingresa al procesador automatico de tejidos marca Leica

TP1020, en el cual pasara por los siguientes componentes liquidos, con el

fin de deshidratar los tejidos, reemplazar el agua por parafina y dar solidez

al tejido en el momento del corte en el micrétomo:

Formol 10% durante 1.30hs.
Alcohol 70% durante 1.30hs.
Alcohol 70% durante 1.30hs.
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Alcohol 96% durante 1.30hs.

Alcohol 96% durante 1.30hs.

Alcohol 100% durante 1.30hs.

Alcohol 100% durante 1.30hs.

Alcohol 100% durante 1.30hs.

Tolueno o aclarante aromatizado durante 1.30hs.
Tolueno o aclarante aromatizado durante 1.30hs.
Parafina histoldgica durante 1.30hs.

Parafina histoldgica durante 1.30hs.

Preparacion del taco histolégico. Los tejidos se colocan en moldes de

inclusién y se agrega parafina liquida por medio del dispenser marca Leica

EG1120.

Se procede a la correcta orientacion de la muestra y se enfria para su

solidificacion en la placa de enfriamiento, marca Leica EG1150C.

Se extrae la muestra del molde y se la coloca en un molde plastico para

inclusion, con la consiguiente formacién del taco.

Realizacion de cortes histologicos. Se utilizara para este fin el micrétomo

de rotacién Leica RM2125. Dicho corte se aplica a un portaobjeto.

Coloracién. Se siguen los siguientes pasos:

= se desparafina con Tolueno o aclarante aromatizado

= se hidrata con:

Alcohol 100%
Alcohol 100%
Alcohol 100%
Alcohol 96%
Alcohol 96%
Alcohol 70%
Alcohol 70%
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= se colorea con hematoxilina
= se lava con agua
= se realiza el viraje en acido clorhidrico y agua
= se contracolorea con eosina
* seenjuaga
= se deshidrata nuevamente en:
e Alcohol 70%
e Alcohol 70%
e Alcohol 96%
e Alcohol 96%
e Alcohol 100%
e Alcohol 100%
e Alcohol 100%
= se aclara con Tolueno

= se monta con balsamo sintético y se coloca un cubreobjetos.
g. Pasaa la sala de microscopia para su estudio y la elaboracién del informe.

2. Material Citoldgico

Tratandose de liquido se procede a centrifugar con la Centrifuga 80-2B para la
concentracion de las células, con el objetivo de facilitar su estudio.

Una vez centrifugado, el sedimento se extiende en un portaobjetos, se fija con alcohol
96% YV se procede a realizar la coloracion y el montaje, segan los pasos descriptos en el punto
1.f.

Luego, al igual que con el material histoldgico, pasa a la sala de microscopia para su
estudio y se elabora el informe.

Segun la necesidad de estudios, el Laboratorio de Investigacién Forense, cuenta con el
equipamiento para realizar coloraciones diferenciales: Tricrbmico de Masson, Pas, Ziehl

Nilsen, entre otras.
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ANEXO VI

MANUAL DE PROCEDIMIENTO TECNICO
TOXICOLOGIA

Las muestras que ingresan al Gabinete de Toxicologia Forense pueden ser Biologicas
y no Bioldgicas.

El material a peritar es transportado del sector de Mesa de Entrada al sector
Toxicologia o bien reservado en las heladeras o freezers dispuestos para su conservacion (de
acuerdo a la naturaleza de los materiales a analizar). El material permanece en la Seccion

hasta que la pericia se finalice.

Muestreo

En primera instancia se describe el material de acuerdo a su naturaleza y se toman
muestras representativas para andlisis.

Paralelamente, se van completando los datos correspondientes en los libros internos de
la Seccion. Estos registros escritos serviran posteriormente para la confeccién del informe
Pericial. La ventaja que poseen estos cuadernos periciales es, principalmente, la posibilidad de
tomar notas que sean importantes para el desarrollo analitico de las muestras que no se pueden
consignar en un informe por ser subjetivas o de presuncion sin certezas y de eventualmente
reconstruir todo lo actuado en la pericia.

En ellos se consignan los datos tales como sumario y/o causa, dependencia
interventora, Fiscal, nombre del/los imputado/s y damnificado/s, y descripcion del material
recibido.

Durante este procedimiento se describe

a) tipo y condiciones en las que fue remitido el contenedor

b) envoltorios y material que se hallo en el interior del/los mismo/s y todos aquellos datos que
resulten de interés pericial. Acto seguido, se procede a guardar el material remanente de la
pericia en su/s envoltorio/s original/es y se introducen en la/s bolsa/s o el/los sobre/s

original/es
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c) en el caso de que el continente (envase, vaso, botella, etc.) no presente contenido aparente,
el mismo se lava con solventes adecuados y se reserva el extracto para su posterior analisis.

A continuacion se describira la secuencia de analisis para identificar grupos de toxicos
en muestras de orina, sangre, contenido estomacal, Humor Vitreo y residuos de la escena

(comprimidos o soluciones sospechosas encontradas) y manchas de sangre, semen etc.

Tener en cuenta que el aislamiento de los compuestos toxicolégicamente
relevantes de la matriz bioldgica es esencial para su éxito en la deteccion e identificacion
en la sistematica del analisis toxicoldgico.

El siguiente esquema sobre la preparacion y para el analisis toxicologico de
muestras biologicas proporciona una orientacion para el pre-tratamiento y extraccion
del xenobidtico de la muestra a analizar. Debido a la gran cantidad de compuestos
toxicoldgicamente relevantes, no hay una sistematica estandar, por lo tanto los
diferentes procedimientos descriptos a continuacién son complementarios y orientativos.
Estos procedimientos se pueden ejecutar en paralelo o en secuencia, y de acuerdo al caso
y de acuerdo a las muestras remitidas, se decidira la forma en que se debe aplicar la

siguiente sistematica.

1- ANALISIS DE ORINA, SANGRE, LIQUIDO PERICARDICO, HUMOR VITREO.
Esquema de trabajo:

1.1- Examen fisico

1.2- Determinacion de alcoholes

Analizar la presencia de alcohol etilico y metilico sobre distintos tipos de muestras
(sangre, orina, humor vitreo, otros).

En primera instancia se describe el material de acuerdo a su naturaleza y se toman
muestras representativas para andlisis (0,5 ml del fluido a analizar).Paralelamente se va
completando los datos correspondientes en el libro interno del Area. En él se consignan los
datos tales como causa, dependencia interventora, nombre del imputado, peso, altura, hora
del hecho, hora de la extraccion de las muestras, nombre del médico legista que realizo la
extraccion de las muestras y material recibido.

e Cuantificacion de Alcohol por microdifusion (Anexo A)
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e Cuantificacion de etanol por método cinético (Anexo B)

e Cuantificacion de alcohol por cromatografia gaseosa (Anexo C)

1.3-Tests inmunoldgicos
1.3-1-. ORINA
Se realizan sin un aislamiento previo del analito de interés.
En caso positivo, confirmacion
e Meétodo confirmatorio: HPTLC

Para cocaina se efectuan extracciones en columnas SPE (extraccién en fase sélida)
del material remitido. Con el eluido obtenido se realizar una cromatografia en capa delgada de
Silicagel G de alta resolucion (HPTLC) con indicador de fluorescencia. Solvente de corrida:
metanol (10mL)- amoniaco (0.15mL). Luego de extraerlo del liquido resolutivo, revelar
(Anexo D).

Para THC se realiza el Método de Meatherall y Garriott.

Hidrolisis alcalina seguida de extraccion liquida/liquida. Con el residuo obtenido,
luego de la evaporacion del solvente, se realiza una cromatografia en capa delgada de
Silicagel G de alta resolucion (HPTLC) con indicador de fluorescencia. Solvente de corrida:
n-heptano - n-butanol &cido - acético glacial. Luego de extraerlo, del liquido resolutivo, se
procede a revelar (Anexo E).

1.4- Determinacion de Mondéxido de Carbono (Anexo F)
1.5- Determinacidn del lon Cianuro (Anexo G)
1.6- Determinacion de Acido Acetil Salicilico (AASS) (Anexo H)
1.7- Determinacion de Pseudocolinesterasa Plasmatica (Anexo 1)
1.8- Sangre, humor vitreo, liquido pericardico

Extraccion con acetonitrilo y/o acetona

Extraccion SPE (Anexo J)

HPTLC con testigos indubitables

En caso positivo CGM, HPLC (derivar)

1.9- Determinacion de Alcaloides (Anexo K)
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2- ANALISIS DE CONTENIDO ESTOMACAL, VISCERAS Y RESIDUOS DE LA
ESCENA

2.1- Aislamiento y extraccion.

Una vez descartada la presencia del lon cianuro, sobre una alicuota del material

recibido, se efectlan las siguientes determinaciones:

a) Acidificacion de la muestra con acido clorhidrico en el caso de muestras liquidas o acido
tartarico en el caso de muestras solidas.

- Se realizan extracciones con éter de petréleo. Los extractos obtenidos se colocan en un
mismo recipiente y se lleva a sequedad en un Bafio Maria.

- Con la misma muestra se realizan tres extracciones con éter etilico.

b) Alcalinizacion de la muestra y se efectian dos extracciones con éter etilico, y una con
cloroformo. Para muestras complejas se efectian una purificacion mediante cambio de pH
con acido sulfarico y extracciones con éter etilico y cloroformo.

En el caso de los liquidos de lavado y raspado de vestigios, no se efectla el proceso de
extraccion procediéndose directamente al corrimiento cromatogréafico descripto en el siguiente

punto.

Fase solida (SPE)

Este sistema de extraccion nos permite trabajar con pequefias cantidades de muestras y
solvente, tiene una alta capacidad para remover interferencias y sus extractos podrian ser
utilizados sin realizar clean-up en métodos confirmatorios como cromatografia gaseosa-

espectrofotometria de masa (GC-MS). No hay formacion de emulsiones.

Identificaciones

Efectuado el aislamiento se procede a identificar los toxicos organicos fijos:
- Métodos cromatogréaficos. Cromatografia en capa delgada (HPTLC).
- Métodos espectrofotométricos (Absorcion al UV).
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Métodos Cromatograficos

Con los extractos obtenidos se efectlan corrimientos cromatograficos en capa delgada
de silicagel de alta resolucion (HPTLC) utilizando distintos solventes de corridas (metanol-
amoniaco, cloroformo - acetona, etc.) y luego de un revelado secuencial, diferenciado y
especifico, con distintos revelantes tales como solucion de difenilamina, iodoplatinato,
naftoquinonsulfonato de sodio, solucion de cloruro de paladio, etc., se investiga la presencia
de:
- Extracto éacido de éter de petroleo: plaguicidas organoclorados, plaguicidas
organofosforados, carbamatos, etc.
- Extracto acido de éter etilico: barbitlricos, plaguicidas, carbamatos, algunos analgésicos,
etc.
- Extracto alcalino de éter etilico—cloroformo: alcaloides, benzodiacepinas, fenotiacinas,

triciclicos, anestésicos locales, etc.

Analisis de placas Cromatograficas:

Una vez reveladas las placas cromatograficas, se observa la presencia de maculas y se
compara color y RF (altura de la macula en la Placa) de las muestra/s con las de los testigos
especificos sembrados en la misma placa.

Se deja constancia que lo expuesto anteriormente posibilita una investigacion general
de los posibles toxicos presentes en la muestra es decir, identifica familias de sustancias. Una
vez reconocida la familia, se realizan extracciones, corrimientos cromatograficos, revelados y

reacciones especificas con el fin de identificar el compuesto en forma individual.

Confirmaciéon: CGM, HPLC

Espectrofotometria UV

El analisis de UV es conveniente para detectar una droga especifica o confirmar
compuestos detectados por otras técnicas. Se realiza un barrido espectral entre 390 y 220 nm
en solucion acuosa acida (HCL 1% o Acido sulfurico 0,IN) para extracto alcalino, en
solucion acuosa alcalina (Hidroxido de amonio 0,45N) para extracto acido o en solucion

neutra (metanol). De esta forma se obtiene informacién adicional mediante el estudio de los
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picos de absorcion méaxima ya que muchas drogas varian su absorcion al UV (A maxima) por
cambio de pH.

El barrido UV es poco especifico a menos que la droga problema sea aislada por otro
procedimiento como CCD (cromatografia en capa delgada preparativa, elucion) o por
metodologias que reducen las interferencias espectrales de los liquidos organicos y de otras
drogas.

Algunos compuestos pueden presentar espectro UV similares o superpuestos requiriendo

otras técnicas de confirmacion.

3. BIOQUIMICA TOXICOLOGICA
Glucosa

Urea

Proteinas

Creatinina

CPK, CPKMB, LDH

4. ANALISIS DE SANGRE, ESPERMA, PELOS
4.1 Determinacion de sangre
Luego de descrito el material a analizar se toma una pequefia porcion de la mancha

sospechosa y sobre la misma se realiza la reaccion de bencidina/acética y agua oxigenada.

Determinaciones de especie
Tipificacion
4.2 Determinacion de semen
e Examen descriptivo del material
e Ubicacion y delimitacion de las manchas
e Investigacion de elementos formes: presencia de espermatozoides
Coloracion May Grunwald-Giemsa
e Analitica de los componentes del plasma seminal
e Determinacion de “fosfatasa acida prostatica”

e Antigeno Prostatico
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e Cromatografia en Placa

4.3 Determinacion de pelos

La muestra del pelo en estudio debe ser incluida en un porta objeto con Béalsamo de
Canada y después observada en el microscopio para establecer si se trata de pelo humano o
animal. Se observa al microscopio las caracteristicas morfologicas para determinar su
naturaleza como: punta, tallo, médula, canal medular, bulbo, adherencias, indice medular,
indice escamoso, tipo y longitud.

Para determinar la region de donde proviene el pelo, se toma en consideracion la
longitud, el diametro, la forma de la punta, el material que cubre la superficie y la forma de la
seccion transversal.

Las diferencias principales entre pelo humano y animal se observan principalmente en

el canal medular, médula y corteza.

5. ELABORACION DEL INFORME
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Anexo A
ETANOL

DETERMINACION POR MICRODIFUSION

Objetivo

Describir la metodologia a utilizar para la determinacion de alcohol etilico en diferentes
fluidos y matrices empleando la técnica de microdifusion.

Muestras: sangre entera, plasma, suero, humor vitreo, orina, homogeneizado de tejido.

En el caso de sangre, usar sangre entera, de preferencia con fluoruro de sodio como
anticoagulante. También puede usarse heparina 0 EDTA. Puede usarse suero o plasma, pero

sus valores representaran 1,18 veces los valores de la sangre total.
PREPARACION DE REACTIVOS

Solucion de dicromato de potasio en acido sulfarico: Se pesan 3,75 gr de dicromato de
potasio y se disuelven en 150 ml de agua destilada, calentando si fuera necesario. A
continuacion se agregan 280 ml de &cido sulfdrico concentrado en forma lenta y agitando
continuamente. Durante esta operacion se mantiene refrigerado el recipiente. Una vez

adquirida la temperatura ambiente se completa a un volumen de 650 ml con agua destilada.

Solucién saturada de Carbonato de potasio: Se pesan 112 g de carbonato de potasio
anhidro y se disuelven en agua destilada. Dejar a temperatura ambiente y llevar a un volumen
de 100 ml.

SOLUCION TESTIGOS
A partir de
1) Solucién Madre de alcohol: Se prepara una solucion al 1% en peso de etanol,
midiendo 1,27 ml de alcohol absoluto o 1,34 ml de alcohol 95° y se lleva a un
volumen de 100 ml con agua destilada.

Soluciones de los testigos: Preparar a partir de la solucion madre testigos conteniendo, 0,5;
1,0;2,0y3,0g/
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2) Alcohol etilico 99,5 % P.A y una densidad de 0,79 g/I.

. 3.0 g/l /1 tomar 1,9 ml de alcohol etilico 99,5% P.A y llevar a 500 ml con agua
destilada. Luego de homogeneizada dicha solucidn fraccionarla en viales de 20 ml almacenar
para su posterior utilizacion.

. 2.0 g/l /I tomar 1,3 ml de alcohol etilico 99,5% P.A y llevar a 500 ml con agua
destilada. Luego de homogeneizada dicha solucidn fraccionarla en viales de 20 ml almacenar
para su posterior utilizacion.

. 1.0 g/l tomar 0,6 ml de alcohol etilico 99,5% P.A 'y llevar a 500 ml con agua destilada.
Luego de homogeneizada dicha solucion fraccionarla en viales de 20 ml almacenar para su

posterior utilizacion.

Célculos realizados para la determinacion de volimenes a partir de alcohol absoluto 99,5 P.A
con una densidad de 0,79 g/l marca:

Para 3* g/I:

Concentracion inicial de etanol: 790 g/l
Concentracion final de etanol: 3 g/l
Volumen final: 500 ml

Volumen inicial: Concentracién final* VVolumen final=1.9 ml

Concentracién inicial

Para 2* g/I:

Concentracion inicial de etanol: 790 g/l
Concentracion final de etanol: 4 g/l
Volumen final: 500 ml

Volumen inicial: Concentracién final* VVolumen final=1.3 ml

Concentracion inicial
Para 1* g/I:
Concentracion inicial de etanol: 790 g/l
Concentracion final de etanol: 1 g/l

Volumen final: 500 ml
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Volumen inicial: Concentracién final* VVolumen final= 0.6 ml

Concentracién inicial

Procedimiento: En camara de Conway colocar en el compartimento interno 2 ml de solucién
de dicromato de potasio en medio acido. En el compartimento externo colocar 1 ml de
solucion saturada de carbonato de potasio como agente liberante. Colocar la tapa esmerilada
lubricada hasta cerrar parcialmente y depositar en el otro extremo del compartimento externo
1 ml de sangre/orina/lhumor vitreo/plasma/suero o 4 ml de tejido homogeneizado. Cerrar e
imprimir un movimiento rotatorio sobre una superficie plana, a fin de mezclar la muestra con
el reactivo liberante. Es importante colocar la solucién de carbonato de potasio en el lado
opuesto al que se halla la muestra de sangre sin que tomen contacto hasta que la cAmara este
perfectamente tapada. Si se mezclaran antes de tapar, comenzaria la liberacién de alcohol de
inmediato y se cometeria error por defecto.

Proceder de forma similar en otra camara de Conway colocando 1 ml de testigo en
lugar de la muestra.

Dejar difundir a 37°C durante 24 horas.

La reaccidn de oxido reduccion del etanol con el dicromato de potasio (Naranja), dara

como producto final un compuesto color verde.

3 C2Hs0H + 2 K,Cr,O7 + 8 HSOy ----------- 3 CH3COOH + 2Cr (SO4); + 2 K;SO,4 + 11
H,O

Una vez cumplido el tiempo de difusion, trasvasar el contenido del compartimento
interno en forma cuantitativa, luego enjuagar el mismo con 2 ml de agua destilada y recolectar
dicho volumen en el mismo tubo y mezclar por inversion.

Preparar un blanco de reaccion en tubo graduado de 10 ml, colocando 2 ml de solucion
sulfurica de dicromato de potasio, agregar 2 ml de agua destilada y mezclar por inversion.

Leer en espectrofotometro a 600 nm llevando a cero con agua destilada.
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O también puede realizarse una curva de calibracion con testigos de concentraciones

conocidas crecientes de etanol y calcular el valor en la muestra a partir de la curva obtenida.

Observaciones. La presencia de acetaldehido o alcohol isopropilico da lugar a reacciones
similares con formacion de &cido acético y acetona respectivamente, con la consiguiente
reduccion del dicromato de potasio.

La posibilidad de que ocurran estas reacciones le restan especificidad al método,
siendo por ello conveniente informar los resultados de las determinaciones como “contenido
en sustancias reductoras volatiles”. Ante la sospecha de estar frente a una intoxicacion por
otro alcohol o sustancias reductoras deben efectuares previamente reacciones de

identificacion de estos compuestos mediante reacciones especificas.

Concentracion del testigo

F-
Abs. del blanco- Abs. del testigo

mg de voldtiles reductores/ 100 ml = { Abs. del blanco - Abs. de la muestra) g F
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Anexo B
ALCOHOL ETILICO

Método Cinético

Uso
Test enzimético in vitro para la determinacion fotométrica cuantitativa de la

concentracion de alcohol etilico en suero, plasma, sangre entera, orina y otras matrices.

Significado Clinico

Las determinaciones de alcohol etilico son las mas requeridas en los laboratorios de
toxicologia clinica y forense. Las mediciones de alcohol etilico son usadas en el diagnéstico y
tratamiento de intoxicacién o envenenamiento por alcohol.

Mientras hay publicaciones sobre procedimientos aceptados, incluida la cromatografia
gaseosa y métodos osmométricos, la técnica enzimética descripta basada en la informacion de

Buecher und Redetzki?, es especifica.

Fundamento del Método
Ensayo enzimatico UV.

Alcohol etilico + NAD*  «—

acetaldehido + NADH + H*
Alcohol etilico y NAD son convertidos en acetaldehido y NADH por el alcohol
deshidrogenasa (ADH). EI NADH formado durante la reaccion, se mide fotométricamente y

la velocidad en el cambio de la absorcion, es directamente proporcional a la concentracion de

alcohol etilico.

Valores

0,2 a 0,30 g/I: Alteraciones que afectan la percepcion de los sentidos y una disminucién de los
reflejos. Euforia incoordinacion leve

0,3 a 0,99 g/l: Confusion, desinhibicion emocional, ataxia moderada

1,0 a 1,5 g/I: Perdida de la inhibicion y perdida del autocontrol con paralisis progresiva de los

procesos mentales mas complejos.
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1,5a 3,0 g/l: Temblor, confusién mental, incoordinacion motriz
3,0 a 4,00 g/l: Depresion neurolégica severa, disartria muy marcada, hipotermia,

convulsiones, pupilas midriaticas, Coma

Reactivos no provistos
Acido tricloroacético (10% w/v) para desproteinizacion de sangre entera

Toma de muestra y preparacion*®
No usar alcohol u otros desinfectantes volatiles en el sitio de venopuncion. Puede

usarse: cloruro de benzalconio, Merthiolate acuoso (timerosal) o povidona yodada.

Suero / plasma

Recolectar suero tubos estandar de muestra.
Plasma heparinizado, EDTA o fluoruro de potasio / oxalato de potasio.

Sangre entera
Usar sangre entera recolectada con una mezcla de fluoruro de sodio / oxalato de

potasio como anticoagulante.

Sangre entera debe ser desproteinizada por el siquiente procedimiento antes del ensayo

Pipetear en un tubo de microcentrifuga de polipropileno:
Acido Tricloroacético (10% wi/v; frio)
300 pl

Muestra de sangre entera 300 pl

Tapar herméticamente, homogeneizar la suspension en un mixer de vibracion (Vortex)
y centrifugar a 5000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante debe ser claro. Transferir el
sobrenadante en un frasco limpio para muestras para el analisis. No exponer al aire por mas de
5 minutos. Multiplicar la sangre entera sobrenadante por 1.848 para corregir la dilucion.

No dejar la muestra, el calibrador o los recipientes de control de calidad abiertos por
mas de 5 minutos. Los resultados pueden ser afectados.

Almacenamiento: las muestras deben ser bien cerradas y refrigeradas (2-8°C).
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Concentracion de la solucion de trabajo
1 Buffer
Buffer, conservantes
2 NAD/ADH
NAD > 3mmol/l; ADH > 37 U/1; estabilizadores; conservantes

Control de calidad

Precical Alcohol etilico 100mg/dl calibrador, Cat. No. 1775804
Precitrol Alcohol etilico control bajo, Cat. No. 1775812
Precitrol alcohol etilico control alto, Cat. No. 1775782

Acido tricloroacético (10% w/v) para desproteinizacion de sangre entera.

Manejo de los reactivos
R1: listo para usar

R2: listo para usar

Componentes del kit cerrado: hasta la fecha de expiracion conservar a 2-8°C.

Llevar las soluciones de reactivo a la temperatura de ensayo antes de su uso.

Estabilidad de las soluciones de reactivo: 90 dias a 2-8°C.

Procedimiento

Longitud de onda: ~ 340nm

Cubeta: 1 cm trayectoria de luz
Temperatura: 37°C

Medida contra el aire (aumento de absorbancia)

Un standard es suficiente para cada serie de ensayo. Usar el calibrador Precical alcohol

etilico y tratar como la muestra.

Pipetear en tubos de ensayo:

Solucidn de reactivo R1
500ul

Solucién de reactivo R2
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500pl

Mezclar e incubar por 5 minutos a 37°C. Afadir

Muestra de Percical® Alcohol etilico
100 pl

Mezclar y verter en la cubeta del fotdmetro

Leer la primer absorbancia A; después de 1 minuto y comenzar el crondmetro al mismo
tiempo. Leer A, exactamente 1 minuto después.
A — A= AAsimple 0 AAstandard

Usar los resultados de la absorbancia para el célculo.

Célculo

Usando standard

C [g/l] = AAsimple X CPrecicaI® Alcohol etilico /AAPrecicaI® Alcohol etilico

Rango de medicion
20-450 mg/dl
Diluir las muestras con concentraciones mas altas usando 0.9% CINa y re analizar.

Usar la muestra original para dilucién y multiplicar el resultado por el factor de dilucién.

Nota

No usar solventes volétiles en el area de trabajo cuando se realicen los ensayos.
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Anexo C
DETERMINACION DE ALCOHOL ETILICO MEDIANTE CROMATOGRAFIA
GASEOSA CON MUESTREADOR HEADSPACE G1888

Describir la metodologia a usar para la determinacion de alcohol etilico en diferentes
fluidos empleando la técnica de Cromatografia Gaseosa.

Muestras: sangre entera, plasma, suero, humor vitreo, orina, homogeneizado de tejido.

En el caso de sangre, usar sangre entera, de preferencia con fluoruro de sodio como
anticoagulante. También puede usarse heparina 0 EDTA. Puede usarse suero o plasma, pero
sus valores representaran 1,18 veces los valores de la sangre total.

Fundamentos

El andlisis de alcohol en sangre o fluidos biologicos es una determinacion
ampliamente utilizada, de alto rendimiento en las aplicaciones de laboratorios forenses. El
muestreo uso o estatico del Headspace tiene muchas ventajas bien conocidas para la
determinacion de volatiles en una variedad menor de matrices ideales. La sangre u otros
fluidos bioldgicos no son ciertamente la mas limpias de las matrices por lo tanto es muy
adecuado el muestreo con Headspace. En términos de andlisis de GC algunas de las ventajas
del muestreador automatizado Headspace incluye un inyeccion reducida y mantenimiento de
la columna para mejor cuantificacion, preparacion de muestras limitada y un mayor
rendimiento. El muestreador Headspace G1888 cuenta con una entrada de flujo
completamente inerte, uniformemente calefaccionado y la linea de ventilacion Unica con
capacidad de purga. Cuando se toma en conjunto estos atributos conducen a una reduccion del

arrastre con repetitividad mejorada.

Condiciones operativas Instrumentales
a. Cromatografo gaseoso Marca Agilent Technologies Modelo: 7820A GC System
b. Detector FID: Hidrogeno a 30ml/min
c. Columna de alta resolucion para cromatografia gaseosa Marca: Agilent Technologies
Modelo:
d. Muestreador Automatico Network Headspace Marca Agilent Technologies Modelo:

1888. Temperatura de operacional 5 minutos
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Preparacion de reactivos
Drogas y solventes
Se deben utilizar reactivos de grado analitico o superior que cumplan con normas
internacionales de calidad (ACS, 1SO).
a. Alcohol Etilico 99,5% P.A.
b. Alcohol n- Butilico 99,5% P.A

Solucion Madre de alcohol: Se prepara una solucién al 1% en peso de etanol,
midiendo 1,27 ml de alcohol absoluto 0 1,34 ml de alcohol 95° y se lleva a un volumen de 100
ml con agua destilada. Concentracion 10 g/l.

Soluciones de los testigos: Preparar a partir de la solucion madre testigos conteniendo,
5,0;3,0;20y10y0,59/l.

Soluciones estandares para preparacion de curva de calibracién a partir de Alcohol
Etilico 10 g/l:

e 5,0 g/l: Tomar 50 ml de la solucion madre y llevar a 100 ml con agua destilada.
Luego de homogeneizada y analizada dicha solucién, almacenarla en refrigerador
para su posterior utilizacion.

e 3,0 g/L: Tomar 30 ml de la solucién madre y llevar a 100 ml con agua destilada.
Luego de homogeneizada y analizada dicha solucion, almacenarla en refrigerador
para su posterior utilizacion.

e 2,0 g/L: Tomar 20 ml de la solucion madre y llevar a 100 ml con agua destilada.
Luego de homogeneizada y analizada dicha solucion, almacenarla en refrigerador
para su posterior utilizacion.

e 10 g/L: Tomar 10 ml de la solucién madre y llevar a 100 ml con agua destilada.
Luego de homogeneizada y analizada dicha solucion, almacenarla en refrigerador
para su posterior utilizacion.

e 0,5 ¢g/L: Tomar 5 ml de la solucion madre y llevar a 100 ml con agua destilada.
Luego de homogeneizada y analizada dicha solucion, almacenarla en refrigerador

para su posterior utilizacion
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Rotular los frascos e incluir la fecha de preparacion
Procedimiento

Procesar las muestras por duplicado.

Respetar el orden en que se agregan los reactivos.

Tomar una alicuota de muestra de 0,5 ml utilizando micro pipeta automatica y colocar
en vial de 10 ml, desechar tip utilizado para el pipeteo en recipiente correspondiente,
adicionar en el mismo vial una alicuota de 0.5 ml de Alcohol n- butilico utilizado como
estandar interno, cerrar vial utilizando Crimper, 20mm Seals Agilent Technologies. Repetir
dicho paso con todas y cada una de las muestras para anélisis teniendo la precaucién de evitar
el contacto con la piel u otra parte e cuerpo.

Identificar viales con la concentracion utilizada para realizar curva de calibracion;
colocar alicuotas de 0,5 ml utilizando micropipeta automatica en cada uno de los viales

correspondientes.
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Anexo D.1
DROGAS DE ABUSO EN ORINA
Confirmacion por CG o CG/MS
CLEAN SCREEN® DAU

1. Preparar la muestra

Para un muestra de orina de 5mL, agregar 2mL de 0.1M buffer fosfato, pH 6.0

El pH de la muestra debe ser 5.5 - 6.5

2. Preparar Clean Screen® DAU (CSDAU131)
2 X 1 mL metanol
2x1mLD.l HO
1 x 1 mL 0.1 M buffer fosfato, pH 6.0 (no dejar que la columna se seque)

3. Aplicar la muestra a la columna
Colocar una columna en el equipo de vacio
Afadir la muestra a la columna

Dejar fluir la muestra con un flujo de 1-2 mL/minuto

4. Lavar la columna
1 x1 mL 0.1 M buffer fosfato, pH 6.0
1 x0.5mL 1.0 N acido acético

5. Secar la columna

5 minutos en la bomba de vacio (15-20 pulgadas de Hg)

6. Lavar la columna

1 x 1 mL hexano

7. Eluir drogas acidas y neutras
4 x 1 mL cloruro de metileno
Elusion seca bajo atmosfera nitrégeno y temperatura menor a 40°C

8. Inyectar el acido y drogas neutras
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Reconstituir con 100 pL de acetato de etilo
Inyectar 1-2 pL en el CG o CG/MS

9. Lavar la columna

1 x 1 mL metanol

10. Eluir drogas basicas

2 X 1 uL metanol basico (2% hidroxido de amonio en metanol)

11. Extraer e inyectar drogas basicas
Afadir 3 mL de agua deionizada seguido de 200-300 pL de cloroformo

Poner en Vortex por 15 segundos, y permitir que las capas se separen
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Anexo D.2
COCAINA Y BENZOILECGONINA EN ORINA
CLEEN SCREEN® DAU
Confirmacion con HPTC, CG o CG/MS

1. Preparar la muestra
Para 5 mL de orina, afiadir 0,5 mL 0,2 N acido sulfurico (el pH de la muestra debe ser entre
2.0y5.0)

2. Preparar la columna Clean Screen® DAU (130mg)
2 X ImL de metanol
2 x 1ImL agua destilada
NO DEJAR QUE LA COLUMNA SE SEQUE

3. Aplicar la muestra a la columna
Colocar una columna en el equipo de vacio
Afadir la muestra al depdsito

Dejar fluir la muestra con un flujo de 1-2 mL/minuto

4. Lavar la columna
1 x ImL agua destilada
1x1mL N HCI (secar durante 1-2 minutos)

2 X 1mL metanol (secar durante 1-2 minutos)

5. Eluir la cocaina y la benzoilecgonina
2 x ImL elusion solvente

(Cloruro de metileno: isopropanol (8:2) con 2% NH,OH)

6. Derivatizado
Secar la elusion en nitrogeno
Asegurarse que todo el agua sea removida
Afiadir 50-100 pL BSTFA (con 1% TMCS)
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Purgar con nitrégeno

Reactivar con 60-70°C por 15 minutos

7. Inyectar
Inyectar 1-2 pL de la solucion remanente
Monitorear los iones seleccionados
Cocaina: 182, 198, 272 y 303 amu, Benzoilecgonina: 240, 256, 346 y 361 amu
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Anexo E
METODO DE MEATHERALL Y GARRIOTT

Colocar 5ml de orina en un tubo de centrifuga de 15 ml. Adicionar 0.5ml de solucion
de NaOH. Llevar el tubo a bafio de agua (50-60°C) por 15 minutos. Después del enfriamiento,
acidificar con 1ml de HCI 1N. Adicionar 5ml de n-hexano y colocar los tubos en agitacion
mecanica suave por 20 minutos. Centrifugar a 1000g por 5minutos. Transferir el solvente con
ayuda de una pipeta Pasteur para un tubo de ensayo pequefio, y evaporar a temperatura
ambiente, con ayuda de corriente de aire seco. Después de la evaporacion del solvente,
resuspender el residuo con 3-4 gotas de mezcla de cloroformo:metanol 3:1 y transferir
cuantitativamente para las placas de HPTLC.

Eluir la placa en el sistema solvente n-heptano-n-butanol-acido acético glacial (90:9:1)
después de la saturacion en la cuba, lo que ocurre en 15 minutos. Lugar de aplicacion del
residuo: 1cm de la extremidad de la placa; ruta de la fase movil: 7.5cm a partir del punto de
siembra. Dejar la placa secando a temperatura ambiente. Nebulizar con dietilamina y, en lo
sucesivo, con solucion de Fast Blue BB 0.1% en H,O:McOH. Esperar 10 minutos y observar
la placa. Nebulizar, nuevamente, con dietilamina.

Valor de referencia de THC: 0,34.
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Anexo F
DETERMINACION DE MONOXIDO DE CARBONO
TECNICA DE FELDSTEIN-KLENDSHOJ
METODO ESPECTROFOTOMETRICO

1. Objetivo
Describir la metodologia a usar para la determinacion de Monoxido de Carbono en

sangre empleando la técnica de Feldestein-Klendshoj para un método espectrofotométrico.

2. Alcance
Este protocolo es aplicable para la determinacion de Mondxido de Carbono en sangre

empleando un método espectrofotométrico.
3. Desarrollo

3.1 Fundamentos
La Técnica se basa en el comportamiento quimico del monoéxido de carbono como
reductor presente en sangre como carboxihemoglobina sobre el paladio (II), en forma de
cloruro de paladio, transformandolo en paladio (0).

La propiedad reductora del monoxido de carbono se interpreta quimicamente como:

CO + Pd™ + H,0 — CO, + Pd® +2H"

Posteriormente el exceso de sal de paladio (I1) origina con el i6n ioduro el siguiente

complejo:

Pd*™*+ 41" > [1, Pd?]
del que se determina su densidad dptica a 500nm.
Dado que el complejo tiene tendencia a precipitar es necesario agregarle como coloide
protector, goma arabiga.

Valores fisiologicos: *Produccion enddgena: menor a 0,65% de saturacion Hb total
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Valores de referencia: **No fumadores: 1,0-2,0% de saturacion de Hb total
**Fumadores: 5,0-6,0% de saturacion de Hb total

Poisoning and Toxicology Handbook, 1996-1997.

Baselt R.C (2000) Disposition of Toxic Drugs and Chemicals in man. Pag 133-135

ACGIH (1991-1992) Industrial Chemical Exposure, Laurwerys, 244, 1993.

Albiano, N.F. (2003) Gases asfixiantes quimicos (seccion 4- Cap. 13) en Toxicologia Laboral,

Ed. Superintendencia de Riesgos del Trabajo, BsAs.

3.2 Instrumental - Material utilizado
Camara de Conway.
Tubos conicos de centrifuga.
Matraces de 10 ml.
Pipetas automaticas de volumen regulable de 10-100 ul, 100-1000 pl y 1000-5000 pl.

Pipetas Pasteur.

o Q —H~ o

j. Centrifuga.

K. Equipo de espectrofotometria marca Perkin EImer Lambda 25 UV/visible.

3.3 Reactivos
Se deben utilizar reactivos de grado analitico o superior que cumplan con normas
internacionales de calidad (ACS, 1SO).
Todos los reactivos se deben almacenar en recipientes adecuados, provistos de

etiquetas indicando el nombre del reactivo, fecha de preparacion e iniciales del analista.

3.3.1 Drogas y solventes
Agua destilada

o o

Cloruro de paladio
Acido clorhidrico
Acido sulfdrico

Goma arabiga

o «Q —Hh @

Yoduro de potasio
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3.4 Muestreo y conservacion
a. Muestra: sangre entera (anticoagulante: heparina, EDTA, Oxalato con Fluoruro de
Sodio).
b. Conservacion: de 2-8°C cuando no se realice el analisis en forma inmediata o a -20°C.

¢.  Volumen minimo: 5 (cinco) ml de sangre.

3.5 Procedimiento analitico

a. Preparacion de reactivos

1. Cloruro de paladio 0,01 N: disolver 0,222 gramos de Cl, Pd en 100 ml de HCI 0,01 N,
calentando si fuera necesario hasta su disolucion total. Completar a 250 ml una vez
que la solucion esté fria con el mismo acido.

2. Acido clorhidrico 0,01 N: tomar 0,21 ml de HCI concentrado 37% y llevar a 250 ml
con agua destilada.

3. Acido sulfarico 10%: tomar 50 ml de agua destilada, agregar 10 ml de H,SO,
concentrado y llevar a 100 ml con agua destilada.

4. Goma arabiga 0,1 % P/V: disolver 0,1 gramos de goma arabiga en 100 ml de agua
destilada.

5. Yoduro de potasio 15% P/V: disolver 1,5 gramos de yoduro de potasio en 10 ml de
agua destilada. Preparacion reciente.

Rotular los frascos e incluir la fecha de preparacion.

Determinacién

1. Procesar las muestras por duplicado.
Respetar el orden en que se agregan los reactivos.
Agregar al compartimiento interno de la Cdmara de Conway 2,0 ml de Cl, Pd 0,01 N.
Agregar al compartimiento externo de la Camara de Conway 1,0 ml de sangre.
Agregar al compartimiento externo de la Camara de Conway 1,0 ml de H,SO, 10%.
Cerrar inmediatamente, mezclar con movimientos circulares suaves.

Dejar difundir a temperatura ambiente o colocar en estufa de 37°C.

L N o g B~ WD

Con una pipeta Pasteur se extrae la solucion del compartimento interno (paladio
metalico y exceso de sal de Paladio) y se coloca en un tubo de centrifuga..

9. Centrifugar durante 5 minutos a 5000 rpm para separar todo el precipitado de paladio.

82



10. Tomar del sobrenadante 0,1 ml con pipeta Automética de volumen regulable de 10 a
100 uL y transferir a un matraz aforado de 10 ml.

11. Paralelamente realizar un blanco colocando 0,1ml de Cl,Pd 0,01 N en un matraz
aforado de 10 ml.

12. Procesar el blanco por duplicado.

13. Agregar a cada matraz 1 ml de goma arabiga 0,1%. Mezclar bien.

14. Agregar a cada matraz 1,0 ml de yoduro de potasio al 15%. Mezclar bien.

15. Llevar a volumen con agua destilada.

16. Efectuar la lectura en el espectrofotometro a 500 nm, llevando a cero con agua

destilada.

Calculos
% de saturacion de la Hb total = Dg - DmX 27,75 x 0,8 x 100
Dg x Hb mtra x1,34

Dg: densidad optica del blanco.
Dwm: densidad Optica de la muestra.
27,75: 0,05335 x 0,26 x 2 x10 x 100
0,05335: cantidad de cloruro de paladio contenida en 0,1 ml de la solucion del
reactivo.
La solucion reactiva es 0,01 N (0,222 gr. de cloruro de paladio en 250 ml de vehiculo)
que corresponde, por lo tanto, a 0,888 gr/I.
17761 x 0,01= 10,888
2
A suvez, 177,61 gr. que es el peso molecular del cloruro de paladio, contiene 106,7

mg. de paladio metélico, que corresponde a 0,5335 mg/ml de solucion reactiva 0,01N. De
acuerdo a la reaccion redox antes especificada, cada mol de paladio reducido por un mol de
monoxido de carbono, es decir que 177,6 mg de cloruro de paladio son reducidos por 28 mg.
de mondxido de carbono. Por lo tanto, 0,26 es el factor de transformacion para expresar

miligramos de paladio en miligramos de monoxido de carbono.

0,26: factor de conversion de miligramos de Pd** a miligramos de CO.
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2: factor de dilucion del compartimiento interno
10: dilucién de la muestra

100: para referirlo a 100 ml de sangre.

0,8: para referirlo a ml % de CO

1,34: cantidad de CO que fija 1g de Hb.

Hb mtra: hemoglobina de la muestra.

Ejemplo
En una determinacion practicada en una muestra de sangre de un sujeto fallecido por
inhalacion de CO se hallaron los siguientes datos:
Ad = 0,086
Ab =0,165

Para expresarlo en ml % se aplica el factor 0,8 que resulta de la ecuacion que sigue:
28mg de CO ...cccovevvverec 22,4 ml (02C - 760 mm)
I1mg. deCO ..cooovvecvviee. 0,8 ml

ml de CO =mg % CO x 0,8 ml o sea: 13,32 x 0,8 = 10,66

Para expresar el resultado en porcentaje de saturacion (porcentaje de saturacion de la
hemoglobina) es necesario conocer el tenor de la hemoglobina. En el caso citado la muestra
de sangre acuso un tenor de 13 gramos % de hemoglobina.

Como 1 gr. de hemoglobina fijan 1,34 ml. de CO
13 gr. de hemoglobina fijaran ............... 13x1,34=17,42
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e COLOCAR

/v Tapa de vidrio

TG [ \M‘
1 ml de sangre entera + 1ml de SO4H2
\/ 2mlde Cl,Pd

e EXTRAER con pipeta la mayor cantidad posible del
compartimiento interno. Colocar en tubo de centrifuga.

e CENTRIFUGAR

[MT— | c1.pa

__ .| rd

e COLOCAR

Matraz 10 ml Matraz 10 ml
DESCONOCIDO BLANCO
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0.1 ml Cl,Pd 0.1 Ml CI;Pd solucion original
1 ml goma arabiga 1 ml goma arabiga
1 mliIK 1 mlIK

COMPLETAR A 10 ML CON AGUA DESTILADA

Leer en 490 nm frente a agua destilada

Calculos
X= Ab - Ad x 27,75 = mg% CO
Ab
mg CO x 0,8ml= ml CO
como 1 gr Hb se combina con 1.34 ml de CO
— Hb Paciente x 1.34 — 100 % de saturacion

ml CO encontrados - X %de saturacion de CO
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EJEMPLO

En una determinacién practicada en una muestra de sangre de un sujeto fallecido por
inhalacion de CO se hallaron los siguientes datos:
Ad = 0,086
Ab =0,165

X= Ab - Ad x 27,75 = 0,165-0,086 x27,75= 13,3 mg% CO
Ab 0,165

Para expresarlo en ml % se aplica el factor 0,8 que resulta de la ecuacion que sigue:

28mg de CO ...coevvvvvviens 22,4 ml ( 02C - 760 mm)
I1mg. deCO ..cocvcvvvviece 0,8 ml

mlde CO=mg% COx 0,8mlosea:13,3x0,8=10,66 ml CO

Para expresar el resultado en porcentaje de saturacion (porcentaje de saturacion de la
hemoglobina) es necesario conocer el tenor de la hemoglobina. En el caso citado la muestra
de sangre acus6 un tenor de 13 gramos % de hemoglobina.

Como 1 gr. de hemoglobina fijan 1,34 ml. de CO

13 gr. de hemoglobina fijaran ............... 13x1,34=17,42
17,42 -------mmmm- 100%
10,66 ------------ 10,66 X100 = 61,2%
17,42

60 - 70 - Letal, si no se trata con rapidez.
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Anexo G
DETERMINACION DE CIANUROS Y ACIDO CIANHIDRICO

En una unidad Conway conveniente preparada colocar en el compartimiento interno 1
ml de HONa 1N y en el compartimiento externo 2 ml de sangre (puede adaptarse al método
utilizando en lugar de sangre 1 a 2 gr de macerado de tejido.

Cubrir la cdmara con la tapa dejando unicamente el lugar necesario para agregar 1 ml
de SO4H2 al 10 % al compartimiento externo. Una vez agregado el sulfurico tapar
inmediatamente y mezclar con cuidado.

Dejar en reposo por 24 hs en estufa a 37 °C.

Reaccion de Azul de Prusia

A 1ml del contenido del compartimiento interno agregar 4 a 5 gotas de solucién
acuosa de sulfato ferroso 2 % recientemente preparado- Calentar suavemente hasta que el
precipitado original de Hidréxido Ferroso de color verde se transforma en pardo de
Hidroxido Férrico. Enfriar y acidificar con acido clorhidrico puro hasta disolucién de
Hidroxido Férrico. En caso de haber cianuro aparecerd un color o precipitado azul. En

ausencia del él aparecera un color amarillo débil caracteristico del idn férrico.

Sensibilidad de la reaccion

Es suficiente que el ion cianuro este en proporcion 1: 10000.

Pruebas preliminares (papeles reactivos)

Se llevan a cabo antes de la destilacion, para obtener una orientacion sobre la
naturaleza del proceso.

Consisten en suspender las tiras reactivas en el frasco si rozar con las paredes ni con la
muestra, sujetandolas con el tapdn.

La reaccion suele ser rapida, pero aun se puede acelerar calentando suavemente el

frasco o afiadiendo algunas gotas de cloroformo.

Material

1. Frascos de aproximadamente 100 ml con tapén.
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2. Varillas de vidrio.
3. Tiras de papel de filtro

Papel de Schonbein

Muestra
Visceras, contenido gastrico, liquido, etc. Trituradas y emulsionadas con agua.
Reactivos
1. Acido tartérico.
2. Resina de guayaco al 10% en alcohol.
3. Sulfato de cobre al 1%
Técnica
1. Colocar la muestra finamente molida en el frasco y acidificar afiadiendo &cido
tartarico. Mezclar.
2. Sumergir las tiras de papel en la solucion alcoholica de resina de guayaco, y volver a
impregnar en sulfato de cobre al 1%.
3. Colocar las tiras en el frasco y tapar.
4. En presencia de vapores de CNH el papel vira intensamente a color azul o verde; si la
reaccion es lenta carece de valor, pues el papel reactivo tiende a oxidarse

espontaneamente, aunque con lentitud.

Papel picrosédico de Guignard

Muestra
Muy util para comprobacion de material cianogenético en vegetales. También se

puede utilizar sobre las muestras anteriormente citadas.

Reactivos
1. Acido picrico al 1%
2. Carbonato sodico al 10%
(ambas soluciones se conservan indefinidamente)

3. Cloroformo
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4. Acido sulfdrico

Técnica
1. Preparar el papel picrosodico sumergiendo la tira de papel de filtro en &cido picrico al
1%; secar entre dos papeles de filtro e impregnar con el carbonato sédico al 10%. El
papel seco es Gtil durante pocos dias, si se mantiene en la oscuridad.
2. Aplastar el vegetal sospechoso o el contenido ruminal y colocarlo en agua en un tubo
de ensayo 0 matraz que pueda ser tapado con tapon.
Afiadir unas gotas de cloroformo y acido sulfdrico para acelerar la autolisis.
Suspender las tiras de papel en el frasco.
Calentar a 30-35°

o 0o > w

La aparicién de un color rojo ladrillo indica la presencia de cianuro. Un color bien
marcado en pocos minutos es significativo. Una reaccidon ligera en una o varias horas

no tiene gran valor.
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Anexo H
DETERMINACION DE ACIDO SALICILICO EN ORINA, SUERO Y PLASMA
METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Prueba para Salicilatos en orina

A 5 ml de orina hervida y acidificada agregar algunas gotas de solucién de FeCl; al
5% en agua destilada. Un color violeta indica la presencia de un compuesto fendlico en la
orina.

Esta prueba es muy sensible y su positividad no indica intoxicacion por salicilatos sino
que esa persona ha ingerido algun compuesto que lo contenia. En cambio, el acido
Acetilsalicilico y los salicilatos de metilo del contenido estomacal y residuos de la escena
deben ser hidrolizados antes que el andlisis sea desarrollado para que reaccionen con los iones
férricos. La salicilamida es sélo detectable después de la hidr6lisis incluso en muestras de

orina.-

Hidrdlisis

Se requiere de hidrdlisis previa para identificar el acido acetilsalicilico o salicilato de
metilo en contenido estomacal y residuos de la escena, para salicilamida en orina, contenido
estomacal y residuos de la escena. Primero hervir 1 ml de muestra con 1 ml de solucién
acuosa de acido clorhidrico (0,1 mol/l) durante 10 minutos, enfriar, filtrar si fuera necesario, y

entonces neutralizar con 1 ml de solucion acuosa de hidroxido de sodio (0,1 mol/l).

Resultados

Un color violeta fuerte indica la presencia de salicilatos. Los preservantes azidas
reaccionan fuertemente con este test y pueden dar reacciones falsas positivas en orina
conteniendo altas concentraciones de cetonas (cuerpos cetonicos). Esta prueba es sensible y
detecta dosis terapéutica con acido salicilico, &cido acetilsalicilico, 4-aminosalicilico,

metilsalicilato y salicilamida.-

Sensibilidad
Salicilato, 10 mg/l.
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DETERMINACION DE SALICILEMIA
Describir la metodologia a usar para la determinacion de Acido Acetil Salicilico en

sangre o plasma empleando un método espectrofotométrico.

1. DESARROLLO

1.1 Fundamento

En presencia de sales férricas los salicilatos forman un complejo de color violeta cuya
absorbancia es funcion de la concentracion de salicilato presente en la muestra.

Este complejo resultante se mide en espectrofotometro a 510nm.

O\ OH / O\ OH

3+

o _/

Acido Salicilico Complejo color Violeta

Rango terapéutico: *Analgésico: menor a 10mg/dl.
*Anti-inflamatorio: 15 a 25mg/dl.

*Poisoning and Toxicology Handbook. 2°Edition, 1996-97. Pag. 1347.

1.2 Reactivos
Se deben utilizar reactivos de grado analitico o superior que cumplan con normas

internacionales de calidad (ACS, 1SO).

95



MINISTERIO

PUBLICOFISCAL

PROVINCIA DEL CHUBUT

Todos los reactivos se deben almacenar en recipientes adecuados, provistos de

etiquetas indicando el nombre del reactivo, fecha de preparacion e iniciales del analista.

1.3 Drogas y solventes

a.

=)

a o

@

Agua destilada

Cloruro de Mercdrico

Nitrato férrico nanohidratado
Droga patron de salicilato de sodio
Acido clorhidrico

Cloroformo

1.4 Muestreo y conservacion

a.
b.

C.

Muestra: Orina, Suero o plasma (se puede emplear cualquier anticoagulante).
Conservacion: 2-8°C.

Volumen minimo: 1,5 ml.

1.5 Procedimiento analitico

a.
1.

Preparacioén de reactivos

Solucidn Stock de Salicilato de Sodio: (100 mg de ién Salicilato por 100 ml). Disolver
580 mg de la Cloruro de sodio en agua destilada y se completa luego a 500 ml.
Conservar mediante el agregado de unas gotas de cloroformo y mantener a 4°C.

Acido Clorhidrico 1N: En probeta colocar 100ml de agua destilada, agregar 10 ml de
HCI concentrado (12N) y completar a volumen final de 120 ml con agua destilada.
Reactivo de Trinder: Disolver por calentamiento 40 g de Cloruro Mercdrico en
800ml de agua destilada; una vez frio agregar 120 ml de Acido Clorhidrico 1N y 40 g

de Nitrato Férrico.

Cuando el Nitrato Férrico se haya disuelto llevar a un litro con agua destilada.
Conservar en frasco color caramelo a temperatura ambiente.

El reactivo es estable a temperatura ambiente por tiempo indeterminado.
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Rotular los frascos con fecha de preparacion, fecha de vencimiento y operador.

b. Preparacion de la curva de calibracion
e Solucion Stock de Salicilato de Sodio: (100 mg de i6n Salicilato por 100 ml).
Disolver 580 mg de la Cloruro de sodio en agua destilada y se completa luego a 500
ml. Conservar mediante el agregado de unas gotas de cloroformo y mantener a 4°C.
e Soluciones testigos de ion Salicilato: (15, 25, 40, 60 y 75 mg por 100 ml)
- T15: Tomar 15 ml de la solucidén Stock y llevar a 100 ml con agua destilada
- T25: Tomar 25 ml de la solucién Stock y llevar a 100 ml con agua destilada
- T40: Tomar 40 ml de la solucion Stock y llevar a 100 ml con agua destilada
- T60: Tomar 60 ml de la solucion Stock y llevar a 100 ml con agua destilada
- T75: Tomar 75 ml de la solucion Stock y llevar a 100 ml con agua destilada
Estas soluciones se conservan de la misma manera que la solucion Stock.
Vortexear los tubos durante 15 segundos.
Efectuar la lectura en el espectrofotometro a 510 nm, llevando a cero con agua

destilada.

Procesamiento de las muestras

. Procesar las muestras por duplicado.

Respetar el orden en que se agregan los reactivos.

En tubo Falcon colocar 0,5 ml de muestra y agregar 2,5 ml de Reactivo de Trinder.
Vortexear 30 segundos.

Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos.

Trasvasar el sobrenadante a otro tubo de ensayo.

N g s~ w D =o

. Efectuar la lectura en el espectrofotdmetro a 510 nm, llevando a cero con agua
destilada.
1.6 Célculos
No se debe restar el blanco a la lectura de las muestras ni a las lecturas de los testigos.
El valor del Blanco se utiliza como punto en la curva de calibracion.
El valor de absorbancia obtenido de las muestras se interpola en la curva de
calibracion o se efectlia el calculo mediante la ecuacién de la recta obteniéndose el resultado

en mg/dl.
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Expresion del resultado: en mg/dl.

1.7 Seccion de control de calidad
Control de repetitividad: en el caso del analisis de una serie de muestras, se deben
realizar por duplicado. La diferencia entre los duplicados no debe ser mayor de 10%.
Se debe registrar los valores de los puntos de la curva, la pendiente y la ordenada al
origen, en cada determinacion.

Se debe realizar el andlisis estadistico cada vez que se realice la determinacion.

Bibliografia

Widdop B. (1986) Part 1: Analytical Techniques. Hospital Toxicology and Durg
Abuse Screening en Clarke’s Isolation and Identification of Drugs, Second Edition.
Editorial The Pharmaceutical Press, London, pag.4, 5y 26.
Basic Analytical Toxicology (1995). Monographs - analytical and toxicologycal data.
World Health Organization - Geneva, pag. 212 a 217.

. International Program on Chemical Safety (IPCS) home page. Search aspirin:

www.inchem.org/documents/pims/pharm/pim642.htm fecha de consulta 19 de
septiembre de 2005.

College of American Pathologists (1985). Clinical Laboratory Handbook for Patient
preparation & Specimen Handling. Fascicle V. Therapeutic Drug Monitoring/

Toxicology. Carbon Monoxide, blood.

98


http://www.inchem.org/documents/pims/pharm/pim642.htm

99



MINISTERIO

PUBLICOFISCAL

PROVINCIA DEL CHUBUT

Anexo |
COLINESTERASA

Metodo cinético a 405 nm para la determinacion de colinesterasa en suero o plasma

Significacion clinica

Se ha demostrado la existencia de dos colinesterasas: una es la acetilcolinesterasa o
colinesterasa verdadera (acetil colina hidrolasa) que se encuentra en eritrocitos Yy
terminaciones de nervios colinérgicos, y la otra es la butiril-colinesterasa o
Pseudocolinesterasa que se encuentra en plasma, higado, masculo liso y adipocitos.

La colinesterasa del suero o plasma (Che) o Pseudocolinesterasa estd asociada a las
siguientes condiciones clinicas:

1) Constituye un indice de funcion hepatica, especialmente en hepatopatias
cronicas. Se observa una buena correlacion entre el aumento de GOT (AST) y la disminucion
de Che, en hepatitis infecciosas.

2) Su disminucion indica intoxicacion por insecticidas organofosforados,
inhibidores de la Che.

3) En algunos individuos sensibles a la succinilcolina, relajante muscular
administrado durante la anestesia, se observa una apnea post-anestésica prolongada y en
algunos casos, fatal. Esto coincide con la presencia de una variante genética de la Che
(“atipica”) incapaz de hidrolizar a la succinilcolina. En sujetos normales, esta droga es
hidrolizada “in vivo” por la Che, en 1 a 4 minutos, por eso la apnea también se relaciona con

bajos niveles de Che total.
Fundamento del Método
butirilcolina + HO, ———> ™ tjocolina +butirato

tiocolina+DTNB 5 2-nitro-5 mercaptobenzoato

Reactivos no provistos

Solucién fisioldgica

Instrucciones para su uso
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Reactivo B: listo para usar. Puede presentar cristales que sedimentan en reposo y no
afectan su reactividad. Pipetear sin remover el sedimento.
Reactivo A: agregar 3 ml de Reactivo B a un vial de Reactivo AS. Tapar y agitar

hasta disolucion completa. Reconstituir en el momento de usar.

Precauciones

Los reactivos son para uso diagnostico “in vitro”.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales de trabajo en el
laboratorio de quimica clinica.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de acuerdo a la normativa local

vigente.

Estabilidad e instrucciones de almacenamiento
El cambio de coloracion de los reactivos puede indicar deterioro de l1os mismos.

Muestra
Suero o plasma
a. Recoleccion: se debe obtener suero de la manera usual
b. Aditivos: en caso de emplear plasma como muestra, se recomienda el uso de heparina

0 EDTA (Anticoagulante W de Wiener lab.) como anticoagulantes para su obtencion.

Material requerido

-Espectrofotémetro

-Micropipetas y pipetas

-Cubetas espectrofotométricas de caras paralelas
-Baro de agua

-Cronémetro

Condiciones de reaccion

-Longitud de onda: 405nm
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-Temperatura de reaccion: 25, 30 0 37°C

-Tiempo de reaccion: depende del PROCEDIMIENTO (1 o I1)
-Volumen de muestra: 20ul

-Volumen de Reactivo A: 3ml

-Volumen final de reaccion: 3,02 ml

I- Procedimiento con AT fijo
A) 25-30°C

En una cubeta mantenida a la temperatura elegida, colocar:

Reactivo A reconstituido 3ml

Preincubar unos minutos. Luego agregar:

Muestra 20 ul

Mezclar inmediatamente y leer la absorbancia, disparando simultdneamente el
cronémetro. Volver a leer luego de 30, 60 y 90 segundos exactos. Determinar la diferencia
promedio de absorbancia cada 30 segundos (AA/30 seg) restando cada lectura de la anterior y

promediando los valores. Utilizar este promedio para los célculos.

B) 37°C
Usar Muestra diluida %2 con solucién fisiologica y seguir el procedimiento descripto

(I-A). Multiplicar el resultado obtenido por 2.

I- Célculo de resultados
Colinesterasa (U/l) = AA/30 seg x 22.710.

Equivalencia de unidades:
1U/ml = 1kU/I = 1000U/I
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I1- Procedimiento con AA fijo
A) 25 - 30°C

En una cubeta mantenida a la temperatura elegida, colocar.

Reactivo A reconstituido 3ml

Preincubar unos minutos. Luego agregar:

Muestra 20 ul

Mezclar inmediatamente; registrar la absorbancia, disparando simultdneamente el
cronometro y medir el tiempo en segundos en que se produce un aumento de absorbancia de
0,100 (AA = 0,100 D.O.). Medir tres intervalos de tiempo consecutivos. Determinar el valor
medio de los tiempos obtenidos (AT/0,100 D.O.) y utilizar este promedio para los calculos.

B) 37°C
Usar Muestra diluida al ¥ con solucidn fisiologica y seguir el procedimiento descripto

(I1-A). Multiplicar el resultado obtenido por 2.

I1- Célculo de los resultados
68.120

Colinesterasa (U/I) =
AT/0,100 D.O.

Dénde:
AT: tiempo promedio en segundos

Valores de referencia

25°C 30°C* 37°C*

3.200-9.00 U/ 3.962-11.142 U/l 4970-13.977

*Calculados

Conversion de unidades al sistema Sl

Colinesterasa (kU/I) = Colinesterasa (U/l) x 0,001
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Limitaciones del procedimiento
Para preservar la integridad de los reactivos deben evitarse todo tipo de
contaminaciones, empleando para la medicién Unicamente Micropipetas perfectamente

limpias y secas.

Performance
a) Reproducibilidad: empleando el procedimiento I (con AT fijo) y procesando

replicados de las mismas muestras en un mismo dia, se obtuvieron los siguientes datos:

Nivel D.S. C.V.
6.145 U/l +90.8 U/I 1.47%
2.584 U/l +67.0 U/l 2.59%

b) Limite de deteccion: el minimo cambio de actividad detectable es 23 U/I.

c) Rango dindmico: si AA/30 seg es superior a 0,250 (procedimiento con AT fijo) o
AT/0,100 D.O. es inferior a 5 segundos (procedimiento con AA fijo), se debe repetir la
determinacion con Muestra diluida % o 1/5 con solucion fisiolégica, corrigiendo

consecuentemente los resultados.

d) Rango dinamico: la reaccion es lineal hasta 5.650 U/l cuando se emplea el

procedimiento con AT fijo y hasta 9.000 U/l cuando se emplea el procedimiento con AA fijo.
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Anexo J

LC / MS ANALISIS DE 35 DROGAS EN SANGRE ENTERA HUMANA POR

EXTRACCION DE FASE SOLIDA

Oasis® HLB método de extraccion
Oasis® HLB 1 cc/30 mg cartucho de extraccion
(WAT094225) or 3 cc/60 mg (WAT094226)

Condicion

1mL methanol / 1mL agua
Carga

1 mL sangre entera humana
Lavado

1 mL 5% metanol en agua
Elusion

1 mL metanol

Evaporizacion y reconstitucion

Llenar con 1 mL de metanol. Filtrar con 0.45 pm filtro de membrana

Método LC/MS
Sistema: Alliance™ -Platform LCZ system
Columna: L-column ODS
Temperatura: 40°C
Inyeccion: 5uL
Fase movil:  A: metanol

B: 10mM acetato de amonio
Gradiente: A:B=60:40 — 90:10/40min
Velocidad de flujo: 0.15 mL/min
lonizacion: ESI
Modo de exploracion: SIR
Voltaje del cono: 30v

Voltaje del capilar: 3.1k
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Componente

Concentracion

% Recuperacion

lon minoritario

pg/mL (n=3)

Acetaminofeno 0,04 104 +2,8 150,1 (-)
Alprazolam 0,19 101+25 309,3
Bromazepam 0,20 90,2+8,8 316,1

Bromvalerylurea 2,00 94,5+ 10,2 223,1

Carbamazepina 0,52 102+34 237,2

Clordiazepoide 0,20 70,8 + 10,7 300,3

Clorpromazina 0,30 105+2,8 319,3
Clotiazepam 0,27 101+34 319,1

Cocaina 0,25 102 £4,3 304,3
Diazepam 0,30 100 +4,2 285,2
Etenzamida 0,27 103+£3,1 166,1
Etizolam 0,24 100+1,5 343,3
Estazolam 0,10 98,5+3/4 295,5
Flunitrazepam 0,21 104 £3,2 314,3
Flutazolam 0,25 104 +2,8 377,3
Haloperidol 0,10 101+£29 376,4
Haloxazolam 0,25 32,0124 378,2
Imipramina 0,37 84,3+6,9 2814
Lidocaina 0,20 100£5,4 253,3
Levomepromazina 0,25 84,8 +10,0 329,2
Metanfetamina 0,26 70,0 + 13,7 150,2
Morfina 0,30 93,2+ 3,6 286,4
Nitrazepan 0,23 104+ 3,8 282,2
Oxazolan 0,45 70,1+ 10,2 3295
Perfenazina 0,20 452 +89 4044
Fenobarbital 0,42 100 £ 2,7 2311 (-)
Prometazina 0,10 70,0+9,8 285,2
Propericiazine 0,20 57,8+58 366,4
Sultopride 0,45 98,2+34 355,4
Triazolam 0,13 92,8+5,6 343,1
4-OH-Triazolam 0,10 72,0+6,8 359,1
a-OH-Triazolam 0,10 68,8 £ 10,6 359,1
Trihexyphenidyl 0,13 89,9+94 302,5
Zotepine 0,38 71,2+6,1 3324
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Anexo K
ALCALOIDES

1. Reaccion de Marquis

El reactivo se prepara disolviendo 5 gotas de formol 40% en 5ml de &cido
sulfarico concentrado,

En piedra de toque se coloca 1 gota del extracto y 5 gotas de reactivo, Se
observan las siguientes coloraciones:
Morfina: rojo durazno———> violeta —— > azul violeta

(esta reaccion es comun a todos los alcaloides fenantrénicos del opio)
Atropina: pardo —>  verde
Estricnina: incoloro
Codeina: violeta rojizo ——> violeta azulado
Heroina: rojo ——> violeta
Cafeina: blanco

2. Reaccion de Marchand — Otto

Sobre una gota del residuo se agregan 5 gotas de acido sulfarico concentrado y
luego unos cristalitos de dicromato de potasio, Esta es una reaccion caracteristica para
estricnina dando una serie de coloraciones que van desde el violeta, violeta azulado,
violeta rojizo, rojo al anaranjado,

Esta reaccion es positiva para la estricnina siempre que el residuo obtenido sea
puro, ya que las impurezas interfieren notablemente la reaccién, obteniéndose en ese
caso un color verde intenso por la reduccién del i6n dicromato por la materia organica,

En este caso, y cuando se sospecha que se trata de estricnina, se puede hacer un
ensayo muy seguro Yy sensible que es el de Malaquin — Deginés, Cosniste en colocar un
tubo de ensayo 1 — 2ml de solucion de alcaloide con igual volumen de una solucion
clorhidrica de cloruro mercurico al 10% y 2 a 3g, de Zn en granallas, Hervir en bafio
maria 5 a 10 minutos, enfriar y luego colocar unas gotas sobre una placa de toque en dos
de las cavidades, A una de ellas se le agregan 1 — 2 gotas de solucion reciente de nitrito
de sodio al 0,5%, y a la otra 1 — 2 gotas de agua de bromo a saturacién, En caso positivo
aparecera en la primera cavidad un color rojo de intensidad variable y en la segunda, un

color rojo parpura (reacciones de la tetrahidroestricnina),
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3. Reaccion con &cido sulfarico concentrado
En una placa de toque se coloca 1 gota del extracto, m&s 5 gotas de &cido
sulfurico concentrado, Se observaran las siguientes coloraciones:
Morfina: incoloro ——> rojo
Cocaina: incoloro
Codeina: incoloro —> azul
Quinina: amarillo claro
Estricnina: 2KOH —— > pardo anaranjado
Nicotina: incoloro

Apomorfina: incoloro

4. Reaccion con &cido nitrico concentrado
1 gota del extracto, mas 5 gotas de acido nitrico concentrado, Se observaran las
siguientes coloraciones:
Nicotina: incoloro
Cocaina: incoloro
Atropina: incoloro
Morfina: naranja —> amarillo
Codeina: amarillo——> rojizo

Apomorfina: rojo

A. REACCIONES GENERALES DE ALCALOIDES

Reactivos:
Bouchardat:

Existen varias féormulas que difieren en las proporciones, La preparamos
disolviendo 1g, de Kl en la menor cantidad posible de agua destilada y agregando luego
0,5g, de I, Una vez disuelto el yodo llevar a 100ml con agua destilada,

Con las sales de alcaloides da un ppdo castafio — pardo facilmente distinguible
sobre fondo blanco,
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Valser Mayer:

Saturar una solucion de Kl al 10% con un exceso de Hgl,, Algunos autores
atribuyen al complejo formado la formula (Hgl3), Con los alcaloides da ppdos de color
blanco amarillentos,

Dragendorff:

Disolver 8g, de subnitrato de bismuto en 20ml de NO3H de densidad 1,18 (se
prepara mezclando 20ml de nitrico concentrado con 50 de agua destilada),

Volcar esta solucidn sobre otra que contiene 22,79, de Kl en la menor cantidad
posible de agua (20-25 ml), Dejar en reposo para decantar el NO3K, separar y diluir a
100ml,

Origina ppdos de color naranja — rojo con los alcaloides,

Solucion saturada de Acido Picrico:

Disolver 1,29, de &cido picrico en 100ml de A, D, Conservar en frasco color

caramelo, Con los alcaloides da ppdos de color amarillo,

Técnica:

Colocar 4 gotas del extracto obtenido en las correspondientes cavidades de una
placa de toque, Agregar a una de ellas 1 gota del reactivo de Valser Mayer, a otra 1 gota
del reactivo de Bouchardat, a otra 1 gota del reactivo de Dragendorff y a la Gltima 1
gota de solucion saturada de acido picrico, Se obtendran ppdos con los colores
indicados anteriormente, La reaccion con acido picrico es poco sensible, por lo que a
veces no da ppdo mientras que si lo hacen los otros tres,

Se debe destacar que en caso de tratarse de visceras en estado de putrefaccion
puede haber formacién de compuestos basicos (tomainas o que dan también positivas

estas reacciones),
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ANEXO VII

MANUAL DE PROCEDIMIENTO TECNICO
GENETICA

Las muestras que ingresan al Gabinete de Genética Forense pueden ser
Biologicas y no Biologicas.

El material a peritar es transportado del sector de Mesa de Entrada al sector
Genética o bien reservado en las heladeras o freezers dispuestos para su conservacion
(de acuerdo a la naturaleza de los materiales a analizar). El material permanece en la

Seccion hasta que la pericia se finalice.

Muestreo

En primera instancia se describe el material de acuerdo a su naturaleza y se
toman muestras representativas para analisis de pruebas presuntivas (sangre, semen).

Paralelamente, se van completando los datos correspondientes en los libros
internos de la Seccién. Estos registros escritos servirdn posteriormente para la
confeccion del informe Pericial. La ventaja que poseen estos cuadernos periciales es,
principalmente, la posibilidad de tomar notas que sean importantes para el desarrollo
analitico de las muestras que no se pueden consignar en un informe por ser subjetivas o
de presuncion sin certezas y de eventualmente, reconstruir todo lo actuado en la pericia.

En ellos se consignan los datos tales como legajo y/o causa, dependencia
interventora, Fiscal, nombre del/los imputado/s y damnificado/s, y descripcion del

material recibido.

Durante este procedimiento se describe:

a) Tipo y condiciones en las que fue remitido el contenedor.

b) Envoltorios y material que se hall6 en el interior del/los mismo/s y todos aquellos
datos que resulten de interés pericial. Acto seguido, se procede a guardar el material
remanente de la pericia en su/s envoltorio/s original/es y se introducen en la/s bolsa/s o

el/los sobre/s original/es.
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A continuacion se describira la secuencia de trabajo que se aplica a las muestras

seleccionadas en el &rea de Genética para estudios de polimorfismos del ADN.

El siguiente esquema sobre la preparacion y el analisis genético de muestras
bioldgicas proporciona una orientacion para el pre-tratamiento y extraccion del
ADN de la muestra a analizar. Se describiran procedimientos de extraccién de
ADN que se adecuan al tipo particular de material de partida. Debido a la
diversidad de éstos, no hay una sistematica estandar, por lo tanto los diferentes
procedimientos serdn complementarios y orientativos. Estos protocolos de trabajo
se pueden ejecutar en paralelo o en secuencia, y de acuerdo al caso y a las muestras

remitidas, se decidira la forma en que se debe aplicar la siguiente sistematica.

1. DIGESTION DE LA MUESTRA, EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

1.1. Extraccién de ADN de sangre depositadas sobre Papel de Filtro/Hisopo.

Extraccion automatizada mediante kits para Maxwell (Promega)

1.  Rotular 1 tubo eppendorf de 2ml.

2.  Cortar papeles de filtro de 1-2 mm de didmetro. La cantidad de papeles depende
del soporte empleado, por ejemplo:

Tarjeta Blood Stain Card: 2 papeles;

Papel de Filtro 3MM de Whatman: 2 papeles;

Hisopo con sangre o saliva

Colocar los papeles en un tubo eppendorf de 2 ml.

Agregar 500 pl TEC-SDS 0.5% + 10 pl Proteinasa K (concentracion 20 mg/ml).

Incubar a 56°C over night, con agitacion en vortemp a 750 rpm.

o o k~ w

Descartar los papeles de filtro, cuidando de recuperar el maximo de liquido
posible.

(En el caso de que sean hisopos Para descartar la cabeza del hisopo perdiendo la
menor cantidad de volumen, utilizar “DNA IQ Spin Baskets” (Promega): se

coloca la cabeza del hisopo en el basket, luego se encaja el mismo (conteniendo la
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cabeza del hisopo) en el tubo eppendorf de 2 ml, y finalmente se centrifuga a
méaxima velocidad por 30 seg) esto es previo al agregado del buffer de lisis.
Agregar 250 ul “Lysis Buffer” Promega preparado como: al buffer de Lysis
original de Promega agregarle 320 pul de DTT 1 M.

Este Buffer preparado aguanta a Temperatura ambiente 1 mes.

Mezclar con vortex a méxima velocidad.

Dejar a Temperatura Ambiente hasta el momento de usarlo.

Rotular los tubos de elusion provisto por el kit Maxwell (Promega).

Colocar los cartuchos en el soporte de Maxwell y retirar la proteccion.

Agregar la muestra en el extremo mas alejado del cartucho vy el tubo de elusion en
la region proximal.

Agregar al tubo de elusion 30 pl “Elution Buffer” provisto por el kit Maxwell
(Promega) y colocarlo en la region proximal del catridge. Dejar el tubo de
elusion abierto.

Colocar el plunger.

Programar el equipo Maxwell.

Cargar el soporte conteniendo el cartridge con la muestra, el plunger y el tubo de
elusion.

Al finalizar el programa, retirar el catridge y cerrar los tubos de elusion.

1.11. Extraccion de ADN de sangre/saliva en soporte sélido (papel de filtro o

tarjetas FTA Classic card Whatman).

Extraccién con agua destilada

Protocolo para manchas de sangre/saliva depositados sobre papel FTA (posee

isotiocianato de guanidina que inactiva virus por ser un precipitante de proteinas,

actuando también como antibacteriano)
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Preparacion de las Muestras

1. Rotular y encintar tubos eppendorf de 2 ml (nimero en la tapa, nombre y nimero en
el tubo)

2. Trabajar sobre servilleta de papel nuevo.

3. Cortar 5 papeles de 2 mm de didmetro con sacabocados con limpieza de alcohol
entre muestras.

4. Colocar los papelitos en el tubo eppendorf ayudado por el punch.

Lavados

5. Lavar con 750 pl de FTA Purification Reagent Whatman (s6lo desde paso 8 para
papel absorbente) por 30 min a 37°C. Con agitacién constante en el Vortemp,
velocidad 700 rpm (*).

6. Descartar el sobrenadante con pipeta pasteur (*).

7. Repetir pasos N°5y 6 (*).

(*) s6lo para papel FTA.

8. Lavar con 750 pl de agua destilada por 10 minutos a 37°C. Con agitacion constante
en el Vortemp, velocidad 700 rpm.

9. Descartar el sobrenadante con pipeta pasteur.

10. Repetir pasos N° 8 y 9.

11. Descartar la mayor cantidad de liquido posible y dejar secando dejando destapado el
tubo a 37°C over night en estufa (se comprueba que ya estan secos cuando al agitar
los papeles se levantan solos).

12. Ya secos guardarlos en el freezer.

1.111. Extraccion de ADN de hisopo con Saliva.

1.
2.
3.

Extraccion automatizada mediante kits de Maxwell (Promega)
Rotular 1 tubo eppendorf de 2 ml.
Cortar la cabeza del hisopo y colocarla en un tubo eppendorf de 2 ml.

Agregar 500 pl TEC-SDS 0.5% + 10 pl Proteinasa K (concentracion 20 mg/ml).
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Incubar a 56°C toda la noche, con agitacion en Vortemp a 750 rpm.

Para descartar la cabeza del hisopo perdiendo la menor cantidad de volumen,
utilizar “DNA 1Q Spin Baskets” (Promega): se coloca la cabeza del hisopo en el
basket, luego se encaja el mismo (conteniendo la cabeza del hisopo) en el tubo
eppendorf de 2ml, y finalmente se centrifuga a maxima velocidad por 30 segundos.
Se descarta el basket con la cabeza del hisopo seca y se sigue con el tubo eppendorf
2ml con la solucion.

Agregar 250 ul "Lysis Buffer” Promega preparado como: al buffer de Lysis
original de Promega agregarle 320 pl de DTT 1M.

El Lysis Buffer preparado es estable a temperatura ambiente 1 mes.

Mezclar con vortex a méxima velocidad.

Dejar a Temperatura Ambiente hasta el momento de usarlo.

Rotular los tubos de elusion provisto por el kit Maxwell (Promega).

Colocar los cartuchos en el soporte de Maxwell y retirar la proteccion.

Agregar la muestra en el extremo mas alejado del cartucho y el tubo de elusién en
la region proximal.

Agregar al tubo de elusion 30 pl “Elution Buffer” provisto por el kit Maxwell
(Promega) y colocarlo en la region proximal del catridge. Dejar el tubo de elusion
abierto.

Colocar el plunger.

Programar el equipo Maxwell.

Cargar el soporte conteniendo el cartridge con la muestra, el plunger y el tubo de
elusion.

Al finalizar el programa, retirar el catridge y cerrar los tubos de elusion.

1.1V. Extraccion de ADN de manchas en hisopos, telas, algodones, fibras, ropa, etc.

Extraccién orgéanica y purificacion mediante Microcom YM-100

0 mediante precipitacion alcoholica

Preparacion y Digestion de la Muestras

1. Recortar la zona de la mancha con la menor cantidad de prenda posible.

En el caso de hisopos cortar la cabeza del mismo.
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Poner la muestra en un tubo de 2 ml tipo Eppendorf.

Agregar 650 pl TEC-SDS 2% + 20 pl Proteinasa K (concentracion 20 mg/ml).

Si hay indicios de esperma se agregan 50 ul DTT 1M.

Incubar a 56°C over night, con agitacion en termomixer a 750 rpm.

Para descartar el material original (la cabeza del hisopo o la prenda) perdiendo la
menor cantidad de volumen, utilizar “DNA 1Q Spin Baskets” (Promega): se coloca
el material original en el basket, luego se encaja el mismo en el tubo eppendorf de
2ml, y finalmente se centrifuga a maxima velocidad por 2 minutos.

Se descarta el basket con la muestra original y se sigue con el tubo conteniendo la

solucién.

Extraccién Orgéanica

7.
8.
9.

10.
11.
12.

Agregar 1 volumen de Fenol/Cloroformo/Isoamilico (650 pl).

Dejar con agitacion por 10 minutos.

Centrifugacion 11.000 rpm por 10 min. Tomar fase acuosa superior y pasarla a un
Eppendorf.

Lavado con 1 volumen de Cloroformo/lsoamilico.

Dejar con agitacion por 10 minutos.

Centrifugacion 11.000 rpm por 10 min. Tomar fase acuosa superior.

Opcidn 1: Purificacion del ADN con Microcom YM-100

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

Cargar todo el sobrenadante en una columna de Microcom.

Centrifugar a 500 g por 25 minutos. Descartar el contenido que pasé por la columna.
Agregar 500 pl de agua bidestilada de sachet.

Centrifugar a 500 g por 20 minutos.

Repetir los pasos 15) y 16) dos veces.

Luego de centrifugar el tercer lavado, descartar el agua del tercer lavado, que paso
por la columna.

Agregar 30-40 pl de agua bidestilada de sachet (dependiendo del excedente que
quede en la columna), invertir la columna en el tubo y centrifugar a 500g por 10

minutos.
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Opcion 2: Precipitacion Alcohdlica
13. A lafase acuosa en el tubo agregar 1/10 de CINa 3 M. Agitar muy bien.
14. Agregar 1 volumen de isopropanol o 2 volimenes de Etanol absoluto. Agitar muy
bien.
o Si se forma una nube de ADN tomarla con un tip azul y traspasarla a un
tubo de 2 ml tipo eppendorf. Seguir con el paso de limpieza (inciso 15).
o Sino se observa la nube, sequir de la siguiente manera:
. Dejar por lo menos un over night en el freezer (-20°C).
. Luego, se realiza una centrifugacion a 11.000 rpm por 15
minutos.
Descartar el sobrenadante. Con el pellet, seguir con el paso de limpieza
(inciso 15).
15. Lavar el pellet con 1 ml etanol 70% Yy agitar bien.
16. Centrifugar a 11.000 rpm por 10 minutos.
17. Descartar sobrenadante por volcado del tubo. Y resuspender el pellet en agua

destilada esteéril (proporcional al pellet obtenido).
1.V. Extraccion de ADN de ufia.

Extraccidn orgéanica y purificacion mediante Microcom YM-100
1. Se coloca la ufia en un tubo de 2ml tipo eppendorf.
2. Agregar 650 pl TEC-SDS 2% + 20 ul de PK (concentracion 20mg/ml) + 50 pl DTT
1M.
3. Incubar over night a 56°C con agitacion 750 rpm en Vortemp.
La ufia debe degradarse, de lo contrario agregar 50 pl de DTT e incubar una 1-2

horas maés.

Extraccién organica

4. Extraccion con un volumen de Fenol (750 pl).

5. Dejar con agitacion por 10 minutos.

6. Centrifugacién 11.000 rpm por 10 min. Tomar fase acuosa superior y pasarla a un

Eppendorf.
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10.

Lavado con 1 volumen de Cloroformo/lsoamilico (750 pl).
Dejar con agitacion por 10 minutos.
Centrifugacion 11.000 rpm por 10 min. Tomar fase acuosa superior.

Concentraciéon con Microcom YM-100.

Purificaciéon con Microcom YM-100

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

Cargar todo el sobrenadante en una columna de Microcom YM-100.

Centrifugar a 500 g por 25 min. Descartar el contenido que pasé por la columna.
Agregar 500 pl de agua bidestilada de sachet.

Centrifugar a 500 g por 20 min.

Repetir los pasos 15) y 16) dos veces.

Luego de centrifugar el tercer lavado, descartar el agua del tercer lavado, que pasé
por la columna.

Agregar 30-40 pl de agua bidestilada de sachet (dependiendo del excedente que
quede en la columna), invertir la columna en el tubo y centrifugar a 500 g por 10

minutos.

1.VI. Extraccion diferencial de ADN de hisopado vaginal / hisopado anales / ropa

interior / ropa con semen / ufias.

v ok W RE

®

Extraccion organica o mediante kits de Maxwell
Se rotulan 2 tubos: HVA (Hisopado Vaginal A) y HVB (Hisopado Vaginal B).
Si es bombacha se rotulan 2 tubos: BoA y BoB.
Colocar la prenda en el tubo B.
Agregar 750 pl de TEC-SDS 2% + 20 pl de PK vortex, se deja 4 hs a 56° C.
Mucho vortex, con un tip sacar la prenda escurriendo lo maximo posible sobre la
pared del tubo (o utilizando DNAspin basket)
Centrifugar 10 min a 13000 rpm.
Pasar el sobrenadante al tubo A (material extraido de las células epiteliales) y poner
over night a 56° C en vortemp a 700 rpm. Guardar a T° ambiente o heladera.
Al pellet del tubo B agregar 750 ul de TEC-SDS 2% + 20ul PK + 40 ul DTT PK (o
eventualmente 500 pl de TEC-SDS 0.5% + 10 pl de PK si es x Maxwell)
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(extraccion de células espermaticas) y poner over night a 56° C en vortemp a 700
rpm.

Al dia siguiente seguir con ambos tubos simultaneamente.

Opcion 1: Extraccion Organica

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.

Agregar al mismo tubo 1 volumen de fenol/cloroformo/isoamilico (500 pl).
Agitar hasta emulsionar.

Centrifugar 5 min. A 13000 rpm.

Transferir la fase acuosa (superior) a otro tubo.

Agregar 1 volumen de cloroformo/isoamilico (500 pl).

Vortex prolongado y centrifugar 10 min a 11000 rpm.

Pasar la fase acuosa por Microcon YM-100. Centrifugar a 2800 rpm (500 g) hasta
que pase todo el liquido (20 min).

Lavar con 500 ul de agua estéril. Realizar 3 veces 16) y 17).

Centrifugar la columna sola para terminar de secar 10 minutos a 500 g.
Reconstituir con 30 ul de agua estéril. Esperar 5 a 10 min.

Dar vuelta la columna, en un tubo nuevo y centrifugar 5 min a 10000 rpm.

Opciodn 2: Extraccion por Maxwell

21
22

24,

. Afadir 250 pl de buffer de lisis.
. Poner los cartridge en la base del Maxwell, sacarle la proteccion.
23.

Rotular los tubos de elusion y agregar 30 ul de buffer de elusién a los mismos.
Ubicarlos en el extremo externo.

Colocar la muestra en el extremo interno del Cartridge. Poner los Plunger. Poner la
base en el equipo, apretar Run/Stop para que la base entre, cerrar la puerta del

equipo.
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1.VII. Extraccion de ADN de musculo, tendones y cartilagos.

Opcion 1: Preparacion y Digestion de Muestras en Sal.

1.

Extraer del tubo el tejido muscular. Cortar el Musculo en pequefios fragmentos con
bisturi: esto ayuda a la digestion posterior.

Colocarlos en un vaso de precipitados y lavar el tejido con agua destilada, varias
veces hasta que se hidrate y el liquido de lavado quede transparente.

Escurrir el exceso de agua y colocarlo en una placa de Petri.

Traspasar 250-300 mg de fragmentos de musculo a un tubo falcon de 15 ml (tapa a
rosca).

Agregarle 3 ml de TEC-SDS 2% + 50 pl PK (stock 20mg/ml).

Incubar over night a 56°C con agitacion 750 rpm en Vortemp.

Realizar extraccion organica del ADN.

Opciodn 2: Preparacion y Digestion de Muestras Frescas.

1.
2.

Poner en una placa de Petri y cortar con bisturi en pequefios fragmentos.

Traspasar 250-300 mg de fragmentos de musculo a un tubo falcon de 15 ml (tapa a
rosca).

Agregarle 3 ml de TEC-SDS 2% + 50 pl PK (stock 20mg/ml).

Incubar over night a 56°C con agitacion 750 rpm en Vortemp.

Realizar extraccion orgéanica del ADN.

Extraccién Orgéanica del ADN

1.
2.
3.

Realizar una extraccion con un volumen de Fenol (3 ml).

Dejar con agitacion por 10 minutos.

Centrifugacion 11.000 rpm por 10 min. Tomar fase acuosa superior y pasarla a un
nuevo tubo de 15 ml.

Lavado con 1 volumen de Cloroformo/lsoamilico.

Dejar con agitacion por 10 minutos.

Centrifugacion 11.000 rpm por 10 min. Tomar fase acuosa superior.
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Si el masculo estaba con buen aspecto (color rojo) y olor la purificacion del ADN se
realiza mediante Precipitacion (ver al final). Si el muasculo estaba en mal estado o

degradado, se purifica mediante Microcom YM-30 (ver huesos).

Purificacion de ADN mediante Precipitacion.

Opcion 1: Precipitacion con CINa + Etanol

1.
2.
3.

A la fase acuosa en el tubo de 15 ml agregarle 1/10 de Cl Na 3M. Agitar muy bien.
Agregar 2 volumenes de Etanol 96%.
Agitar muy bien.
3.1. Si se forma una nube de ADN tomarla con un tip azul y traspasarla a un tubo de
2 ml tipo eppendorf. Seguir con el paso de limpieza (punto 4).
3.2. Si no se observa la nube, seguir de la siguiente manera:
3.2.1. Dejar por lo menos 1 hora en el freezer (-20°C). Luego, se realiza una
Centrifugacion Enriquecida:
3.2.2. Agregar 2 ml de la solucion en un tubo de 2ml tipo eppendorf.
3.2.3. Centrifugar a 11.000 rpm por 10 minutos.
3.2.4. Descartar el sobrenadante.
3.2.5. Al pellet, agregarle otros 2 ml de la solucion.
3.2.6. Repetir los pasos 3.2.3 hasta el 3.2.5., hasta que se haya consumido el
volumen total del tubo de 15ml. Seguir con el paso de limpieza (punto 4).
Lavar el pellet con 1.5 ml etanol 70% vy agitar bien.
Centrifugar a maxima velocidad por 10 minutos y descartar sobrenadante por
volcado del tubo.
Centrifugar nuevamente por 2 minutos a maxima velocidad y retirar completamente
el sobrenadante remanente con pipeta P200.
Secar la muestra en estufa, aproximadamente 15 minutos (se clarifica el pellet y no
huele mas a alcohol).
Resuspender hasta disolucion total el pellet. EI volumen de agua dependera del
tamario del pellet.
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Opcion 2: Precipitacion con CINa + Isopropanol

1.
2.
3.

A la fase acuosa en el tubo de 15 ml agregarle 1/10 de CINa 3 M. Agitar muy bien.
Agregar 1 volumen de Isopropanol Puro.
Agitar muy bien.
3.1. Si se forma una nube de ADN tomarla con un tip azul y traspasarla a un tubo de
2 ml tipo eppendorf. Seguir con el paso de limpieza (punto 4).
3.2. Si no se observa la nube, seguir de la siguiente manera:
3.2.1. Dejar por lo menos 1 hora en el freezer (-20°C). Luego, se realiza una
Centrifugacion Enriquecida:
3.2.2. Agregar 2 ml de la solucion en un tubo de 2ml tipo eppendorf.
3.2.3. Centrifugar a 11.000 rpm por 10 minutos.
3.2.4. Descartar el sobrenadante.
3.2.5. Al pellet, agregarle otros 2 ml de la solucion.
3.2.6. Repetir los pasos 3.2.3 hasta el 3.2.5., hasta que se haya consumido el
volumen total del tubo de 15ml. Seguir con el paso de limpieza (punto 4).
Lavar el pellet con 1.5 ml etanol 70% vy agitar bien.
Centrifugar a maxima velocidad por 10 minutos y descartar sobrenadante por
volcado del tubo.
Centrifugar nuevamente por 2 minutos a maxima velocidad y retirar completamente
el sobrenadante remanente con pipeta P200.
Secar la muestra en estufa, aproximadamente 15 minutos (se clarifica el pellet y no
huele més a alcohol).
Resuspender hasta disolucion total el pellet. EI volumen de agua dependera del

tamario del pellet.

Opcidn 3: Precipitaciéon con Acetato de Amonio + Etanol

Recupera menor cantidad de ADN, pero logra una purificacion mayor. En general, se

usa como método de repurificacién posterior a una precipitacion alcohélica (etanol o

isopropanol) con CINa.

1.
2.

A la fase acuosa agregarle 1/2 de acetato de amonio 7.5 M. Agitar muy bien.

Agregar 2 volimenes (del subtotal) de Etanol absoluto.
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PREPARACION DE LAS SOLUCIONES NECESARIAS PARA LA DIGESTION
Y EXTRACCION DE MUESTRAS PARA ANALISIS DE ADN.

1. Proteinasa K (PK) - stock 20 mg/ml

a. Tomar un frasco de Proteinasa K (PK) ubicado en el freezer. Abrirlo y agregar 5 ml
de agua bidestilada estéril apirogena de sachet con pipeta con tip azul estéril con filtro.
c. Agitar en Rotor por 1 hora a temperatura ambiente para una correcta
homogenizacion.

d. Rotular tubos de 0,5 ml con etiquetas rojas con el rétulo PK.

e. Fraccionar los 5 ml de PK: 250 pl en cada tubo de 0,5 ml con pipeta con tip azul
estéril con filtro.

f. Almacenar los tubos en el Freezer.

2. Cloroformo/Alcohol Isoamilico (24:1)

NOTA: Trabajar en todo momento bajo Campana

a. Poner en funcionamiento la Campana: encender la luz y el extractor.
b. Mezclar 24 volumenes de Cloroformo con 1 volumen de Alcohol Isoamilico en una

probeta bajo campana.

NOTA: Para Preparar 250 ml de la solucién, mezclar 240 ml de Cloroformo + 10 ml de

Alcohol Isoamilico.

c. Tapar la probeta con papel de aluminio y mezclar bien por inversion.

d. Agregar la mezcla en un frasco de vidrio acaramelado con tapa a rosca.

e. Saturar la solucién con 1 volumen de agua bidestilada estéril apirégena de sachet.
f. Mezclar muy bien por inversion.

g. Conservar en heladera.

NOTA: La fase inferior es la cloroférmica
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3. Dithiothreitol (DTT) - stock 1M

a. Frasco de DTT ubicado en el freezer. Contiene 5 g de DTT.

b. Agregar al frasco 32,5 ml de agua destilada estéril apirdgena.

c. Agitar en Rotor por 1 hora a temperatura ambiente para una correcta
homogenizacion.

d. Fraccionar el DTT en tubos tipo eppendorf de 2 ml rotulados con etiqueta color
amarillo.

e. Almacenar el tubo en el Frezzer.

4. SDS 20% (Sodium Dodecyl Sulphate)

a. Concentracion: 20 g de SDS por cada 100 ml de agua.

c. Pesar ~ 20 g y llevar a volumen de 100ml con agua destilada estéril apirégena.
d. Agitar bien hasta disolucion completa.

e. Almacenar a temperatura ambiente en la Alacena de Reactivos.

5 TRIS/HCI1 M pH 8

a. Concentracion: 1 mol de Tris/HCI por litro de agua. Peso Molecular: 121,14
gramos/mol.

b. Frasco de TRIS Base (500 gramos) de la empresa Biodynamics.

c. Rotular un frasco de vidrio con TRIS/HCI 1M pH8

d. Pesar ~121,1 g y agregar 800ml de agua destilada estéril apirdgena

e. Agitar bien hasta disolucién completa

f. Ajustar a pH 8 agregando HCI concentrado con pipeta pasteur.

g. Medir pH empleando tiras de pH 0-14.

h. Completar con agua destilada estéril apir6gena enrasando en probeta a 1 litro.
I. Almacenar a temperatura ambiente en la Alacena de Reactivos

6. CINa 3M (cloruro de sodio)

a. Concentracion: 3 moles de CINa por litro de agua. Peso Molecular: 58,4898
gramos/mol

b. Frasco de CINa (500 gramos) de la empresa Biodynamics.

¢. Rotular un Frasco de Vidrio con CINa 3M.
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d. Pesar ~ 17.5 g y agregar 80ml de agua destilada estéril apirdgena.
e. Agitar bien hasta disolucién completa.
f. Completar con agua destilada estéril apirégena enrasando en probeta hasta 100ml.

g. Almacenar a temperatura ambiente en la Alacena de Reactivos.

7. TEC-SDS 0,5%
Composicion: 10 mM TRIS, HCI 1M pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 100 mM CINa y SDS
0,5%

Preparacion:

a. Rotular un tubo falcon de 50 ml.

b. Agregar agua destilada estéril apirogena hasta 3/4 del tubo.

c. Agregar 1,25 ml de SDS 20 % con pipeta automaética con tip azul estéril con filtro.

d. Agregar 0,5 ml TRIS/HCI 1M con pipeta automatica con tip azul estéril con filtro.

e. Agregar 1 ml EDTA 0,5 M con pipeta automatica con tip azul estéril con filtro.

f. Agregar 1.66 ml CINa 3M con pipeta automatica con tip azul estéril con filtro.

g. Completar los 50 ml con agua destilada estéril apirégena.

h. Agitar en Rotor por 1 hora a temperatura ambiente para una correcta
homogenizacion.

i. Almacenar a temperatura ambiente en la Alacena de Reactivos.

8. TEC-SDS 2%
Composicion: 10 mM TRIS, HCI 1M pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 100 mM CINa y SDS
2%

Preparacion:

a. Rotular un tubo falcon de 50 ml.

b. Agregar de agua destilada estéril apirdgena hasta 3/4 del tubo.

c. Agregar 5 ml de SDS 20 % con pipeta automatica con tip azul estéril con filtro.

d. Agregar 0,5 ml TRIS/HCI 1 M con pipeta automatica con tip azul estéril con filtro.
e. Agregar 1 ml EDTA 0,5 M con pipeta automatica con tip azul estéril con filtro.

f. Agregar 1.66 ml CINa 3 M con pipeta automatica con tip azul estéril con filtro.
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g. Completar los 50 ml con agua destilada estéril apirégena.
h. Agitar en Rotor por 1 hora a temperatura ambiente para una correcta
homogenizacion.

i. Almacenar a temperatura ambiente en la Alacena de Reactivos.

9. Etanol 70%

a. Rotular un tubo falcon 50 ml.

b. Agregar 35 ml de etanol puro.

c. Agregar 15 ml de agua destilada estéril apir6gena en sachet.

d. Agitar en Rotor por 15 minutos a temperatura ambiente para una correcta
homogenizacion.

e. Almacenar a temperatura ambiente en la Alacena de Reactivos.
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PROTOCOLO PARA EMBALAJE DE MUESTRAS
LABORATORIO DE INVESTIGACION FORENSE
MINISTERIO PUBLICO FISCAL

Si las muestras o evidencias no se encuentran debidamente documentadas,
colectadas, empaquetadas y preservadas, no reuniran los requerimientos legales ni
cientificos para ser admisibles en juicio.

La forma de identificacion sera de la siguiente manera:

e NuUmero de legajo y numero de evidencia

e Carétula

e Nombre de la victima a la cual se le extrajo la muestra
e Tipo de muestra

e Fechayhora

e Fiscal y/o Juez

e Responsable de la muestra

En el caso de las muestras para Anatomopatologia, el rétulo debe estar escrito
con lapiz de grafito negro. En las muestras para Toxicologia y Genética deben rotularse

con marcador indeleble.

Para transportar las muestras que requieren refrigeraciéon, en todos los casos se
utilizara hielo seco (diéxido de carbono en estado sélido). Si no es posible utilizar hielo seco, se
procurard utilizar frio-pack (gel refrigerante en sachet) en cantidad necesaria alrededor del/los

embalaje/s secundario/s.

Las muestras que se remitiran al laboratorio, deberan conservar la cadena de
frio (-4°C).
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En cuanto a la forma de embalaje, la misma debe ser:

a. MUESTRAS PARA ANATOMOPATOLOGIA: la muestra debera incluirse en
formol al 10% en un recipiente lo suficientemente amplio para su correcta fijacion. Se
sugiere un volumen dos tercios superior al de la pieza. Dicho recipiente debera estar
cerrado, precintado y rotulado correctamente.

Cuando sea necesario enviar la muestra al laboratorio, el recipiente debera
colocarse en una conservadora de telgopor 0 en una caja de carton, con el tamafo
correspondiente segun la muestra, y poner material absorbente (papel de diario o papel

madera) entre los recipientes y la caja para evitar el movimiento del recipiente.

b. MUESTRAS PARA TOXICOLOGIA: deberan estar refrigeradas segln se
describe en el protocolo de preservacion de muestras toxicolégicas (Anexo I1).

Recipiente primario: es el que contiene el material a transportar. Puede ser de
polipropileno o poliestireno cerrado herméticamente a fin de evitar pérdidas. Todos los
componentes del contenedor que estén en contacto con la muestra, deberan estar libre de
sustancias que pueden interferir con el test de laboratorio y sus resultados; deberan ser
nuevos, con buen cierre y asegurados con cinta adhesiva.

Recipiente secundario: es el que contiene el o los recipientes primarios. Debera
ser de un material irrompible, con tapa con cierre hermético y de volumen adecuado que
permita retirar el recipiente primario.

Por ultimo, debera haber material absorbente (papel, algodén o pafio) en
cantidad suficiente para contener y proteger las muestras en caso de derrame. Este

debera colocarse entre los recipientes primarios y el embalaje secundario, junto con el
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frio-pack (gel refrigerante en sachet). Si se colocan varios recipientes primarios en un
mismo embalaje secundario, los primarios deberan envolverse a su vez individualmente.

En cuanto a los embalajes exteriores (conservadora de telgopor), deberan
incluirse en cada uno las muestras de un solo individuo para evitar confusiones en caso

de alteracion de etiquetas.

c. MUESTRAS PARA GENETICA: las muestras que fueron refrigeradas o
congeladas previo al traslado deberdn estar refrigeradas o congeladas, segun
corresponda, teniendo la precaucion de que no estén en contacto directo las muestras
con el refrigerante; las muestras que no han sido refrigeradas ni congeladas antes del
traslado, deberan enviarse a temperatura ambiente. En forma alternativa, el material
cadavérico puede conservarse hasta el momento de su remision al laboratorio en tubos o
frascos conteniendo CINa sélido (sal). EI material preservado mediante este
procedimiento no deberé ser congelado en ningiin momento.

Las muestras que fueron recolectadas sobre papel de filtro, los hisopos tomados
de la mucosa yugal, las manchas provenientes de prendas o el material ungueal y
subungueal, deberan colocarse perfectamente secos, cada uno en un sobre de papel
individual, nuevo, rotulado y cerrado. Todos los sobres deben colocarse en un sobre
impermeable con cierre hermético para evitar que cualquier liquido que eventualmente
se derrame durante el transporte pueda mojar las muestras.

Tanto las manchas frescas como las secas deberan ser recolectadas segun el
protocolo de toma de muestra del gabinete de genética (Anexo IlI), y luego colocadas
individualmente en un sobre de papel rotulado.

En el caso de muestras sobre papel de filtro, los datos deben estar escritos sobre
el mismo papel de filtro, utilizando un boligrafo. Rotular ademas el sobre que contenga
la tarjeta con los mismos datos.

En el rotulo debe constar el tipo de material bioldgico (sangre, tejidos blandos,
huesos, manchas de semen, manchas de sangre, pelos, ufias, etc.) que contiene el envase
y la identificacion correspondiente a la muestra (por ejemplo: Muestra N° 1: muestra
tomada de camisa azul perteneciente a la victima).

Importante: nunca colocar directamente la muestra en bolsa de nylon, ni

colocar muestras de diferentes origenes en un mismo sobre.
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