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editorial

En sentido positivo.

El afio 2013 quizas lo recordemos todos bien. Unos por una cosa y otros por otra,
todos porque no fue un afio bueno para el Instituto de Medicina Legal de Galicia y porque
vivimos en primera persona como colectivo médico forense nuestro primer Suceso de
Multiples Victimas. Una experiencia profesional que tampoco olvidaremos. Pero no sirve
de nada lamentarse, lo hecho hecho esta y el tiempo pondra a cada cual en su sitio. No
voy a hablar mas del tema, unicamente quiero reconocer publicamente al compafiero
Benito Lépez de Abajo como defensor de una Medicina Forense moderna y que con su
esfuerzo mas alla de lo reglamentario, ha conseguido llevarnos lo mejor que ha sabido
durante todos estos afios. Gracias de nuevo Benito.

Pero el aino 2013 nos ha traido también muy buenas noticias. La medalla al Mérito
Civil otorgada por el Gobierno por la labor desarrollada durante el accidente de tren. Una
distincidn que en gran parte se debe al esfuerzo personal de Beatriz Otero que tuvo que
estrenarse como Directora del IMELGA de una de las formas mas crudas que uno pueda
pensar. También el reconocimiento del Consejo General del Poder Judicial por el
SIMELGA una herramienta informatica que esta implantandose y que ha merecido esta
distincion.

Tenemos motivos por tanto para estar contentos y asi creo que hay que asumir este
afo 2014. En sentido positivo, capeando esta crisis con el mejor humor posible y
empujando entre todos este Instituto que mas que nunca necesita de la fuerza de todos y
cada uno de nosotros. Nadie dijo que fuera a ser facil, pero aqui estamos con jovenes
Médicos Forenses altamente preparados y con ganas de hacer un trabajo bien hecho y
con muchos Médicos Forenses con bastantes afios de servicio sin aparentes signos de
burn-out. Asi se demostré en la IV Jornada Cientifica de la AGMF que tuvo lugar en
Santiago el pasado mes de noviembre y que se esta convirtiendo en un referente para
todos los Médicos Forenses de Galicia y para nuestros colegas del Instituto Nacional de
Medicina Legal de Portugal.

En relacién con este numero del BOLETIN hemos decidido hacer un nimero
monografico dedicado a la Genética Forense porque es quizas la disciplina que mas
novedades aporta de todas las Ciencias Forenses afio tras afio. Si no nos actualizamos
estamos perdiendo una informacién esencial para nuestra labor pericial. Los nuevos
marcadores para casos de ADN degradado, los marcadores de pigmentacién y de origen
biogeografico y su interés en la identificacion, las importantes modificaciones que han
tenido lugar en la expresion de los resultados genéticos asi como las dificultades en los
analisis e interpretacion de perfiles 'mezcla’ son algunos de los temas que abordamos y
que habran de sertenidos en cuenta en nuestras valoraciones periciales.



Quiero agradecer también a todos los autores su esfuerzo para remitirnos sus textos.
Han sufrido los rigores de la edicibn con mucha paciencia y es justo reconocérselo.
Especialmente quiero agradecer la introduccién a Angel Carracedo. La Genética
Forense en el mundo de hoy dia no se entiende sin el trabajo que viene desarrollando el
Dr Carracedo y su equipo desde hace ya muchos afos. Es por tanto un gran honor para
el BOLETIN que Angel Carracedo haya aceptado prologar este nimero.

Por ultimo, confiamos que pronto pueda ponerse en marcha la Comisién de Docencia
e Investigacion del IMELGA que permita de una vez por todas normalizar las relaciones
institucionales entre la Universidad y la Medicina Forense en Galicia. Todos estamos
perdiendo en esta situacion. La implicacion de los Médicos Forenses con la investigacion
es algo ya ineludible, y quien no lo vea asi esta errando el tiro. La necesidad de
expertizacion es ya una urgencia. Esta normalizacion se acabara imponiendo porque es
-entre otras cosas- de sentido comun.

Fernando Serrulla Rech.
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prélogo

La situacion actual de la Genética forense.

ANGEL CARRACEDO.

Instituto de Ciencias Forenses. Universidad de Santiago de Compostela.

En la ciencia hay cambios que son aditivos, y que suponen un avance sobre una idea
establecida (por ejemplo los STRs sobre los minisatélites o la reciente introduccién de
los SNPs) y hay cambios disruptivos que son mas trascendentes, que suponen un
cambio total de paradigma y que son mas dificiles de introducir pues implican cambios
importantes en las organizaciones y en los conceptos.

El descubrimiento de los polimorfismos hipervariables del ADN y sus aplicaciones
forenses por Alec Jeffreys y su grupo en 1985 ha sido uno de estos cambios disruptivos y
supuso un antes y un después en la investigacion criminal y en la medicina forense.

Desde entonces el campo no ha parado de evolucionar y nuevos tipos de marcadores
aparecieron y fueron incorporandose a la practica forense en busca siempre de una
mayor eficacia, sensibilidad y seguridad analitica. Y ya actualmente los marcadores
nuevos que se desarrollan buscan solucionar problemas mas especializados (ADN
degradado, determinacion de origen geografico, caracteristicas fisicas, etc).

Hitos importantes han sido la introduccion de los microsatélites o STRs que se
mantienen como los polimorfismos mas utilizados y sobre los que se han establecido las
bases de datos de ADN que se fueron legislando en todos los paises desarrollados, los
polimorfismos de cromosoma Y, el ADN mitocondrial y, mas recientemente, los
polimorfismos nucleotidicos simples (SNPs) y los InDels en sus mas diversas
aplicaciones.

La estandarizacion ha sido otro de los grandes avances de estos afios y gracias al
esfuerzo de muchos grupos de estandarizacion y esencialmente gracias a la ISFG
(Sociedad Internacional de Genética forense) ha sido posible unificar nomenclaturas,
métodos estadisticos y los marcadores que debemos usar. Asi poco mas de 20 STRs de
los decenas de miles existentes son usados por los laboratorios forenses y en Europa,
por ejemplo, es obligatorio el uso del European Standard Set (ESS) que incluye varios
STRs desarrollados por nuestro grupo.

La estandarizacién ha permitido el que se puedan hacer contrapericias, compartir
bases de datos y desarrollado controles de calidad, de los que, sin duda, el mas
completo del mundo es el que ha desarrollado el grupo de lengua espafiola y portuguesa
delalSFG (GHEP-ISFG).

Los laboratorios han progresado enormemente y la mayoria de los laboratorios
forenses oficiales europeos estan acreditados siguiendo la norma ISO 17025, que es
una norma enormemente exigente.
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Pero hay que comprender también que acreditacion no es sinbnimo de calidad, y
para ella un aspecto esencial es la formacion de peritos y técnicos (que no se contempla
en el proceso de acreditacion) y que es algo que debemos mejorar en general en Europa
y en particular en Espafia, donde la existencia de estructuras corporativas cerradas,
cada una con sus propias reglas, lo dificulta. ElI consorcio EUROFORGEN
(www.euroforgen.org), una red de excelencia europea tiene entre otros objetivos el
conseguir un marco curricular homogéneo para esta especialidad de la Medicina forense
y unos estandares equiparables en lo que se refiere a laformacion de peritos.

La valoracion estadistica de la prueba ha sido otro cambio disruptivo, y supone una
revolucion conceptual en la pericia ya que implica el paso de una pericia forense basada
en laintuiciony experiencia, que aplica modelos heuristicos y que da un valor absoluto a
la opinion del perito, a una medicina forense basada en la evidencia en la que o opinién
se basa en datos, en el razonamiento y en el que la incertidumbre de la opinion se
cuantifica de forma probabilistica. Con todo, es el area de la Genética forense con
mayores retos, tanto en su marco de conocimiento en lo que se refiere a mezclas y
perfiles complejos como en la capacitacion de peritos (tanto en el calculo como en la
comunicacion del valor de la prueba) y jueces.

Finalmente, una pericia forense de excelencia solo se puede hacer con un
componente importante de I+D, y aunque todavia Europa lidera el area y dos grupos del
GHEP son lideres en produccion cientifica en Medicina forense a nivel mundial
(http://archive.sciencewatch.com/ana/fea/11julaugFea/), las dificultades de
financiacion, tanto a nivel nacional como europeo, ponen en riesgo el continuar con este
liderazgo.

En este monografico van a encontrarse con los temas de maxima actualidad en el
campo, desde las bases de datos y los problemas éticos y legales derivados, hasta
avances analiticos y la incorporacion de nuevos marcadores y finalmente la
problematica derivada de la interpretacion de casos complejos que, sin duda, muestran
las inquietudes de los genetistas forenses y les permitira ponerse al dia de los ultimos
avances realizados.
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ESTANDARES DE TOMA DE MUESTRAS CON INTERVENCION

CORPORAL PARAESTUDIOS EN GENETICA FORENSE.
STANDARDS FOR SAMPLES COLLECTION WITH BODY INTERVENTION IN
FORENSIC GENETICS.

FERNANDEZ DE SIMON L', ALONSOA".

RESUMEN:

En el presente trabajo describimos los estandares alcanzados en nuestro pais en el proceso de toma de muestras de referencia con
intervencion corporal en el sujeto vivo, asi como la recogida de vestigios biologicos de interés criminal del cuerpo de la victima o del
imputado, incluyendo los criterios de eleccion de las muestras mas adecuadas en cada caso, el contenido de los formularios de
consentimiento informado y las medidas cientifico-técnicas para asegurar la preservacion y la integridad de las muestras, asi como
para garantizar la cadena de custodia. Abordamos de forma especifica los estandares técnicos establecidos por el Grupo de Habla
Espafiola y Portuguesa (GHEP) de la Sociedad Internacional de Genética Forense (ISFG: International Society of Forensic Genetics),
asi como los estandares cientificos y los criterios juridicos establecidos en nuestro pais por la Comisién Nacional para el Uso Forense
del ADN, organismo de referencia en el estudio y la regulacion de los aspectos técnicos, cientificos, legales y éticos que se derivan de la
aplicacion forense de los analisis de ADN.

PALABRAS CLAVE: Toma de muestras, intervencion corporal, muestras de referencia, vestigios biolodgicos, consentimiento informado,
cadena de custodia.

ABSTRACT:

In this paper we describe the standards achieved in our country for reference DNA sample collection with body intervention in the living
subject, as well as the collection of biological evidence of criminal interest in the body of the victim or the suspect, including the criteria for
choosing the most appropriate sample in each case, the content of the informed consent forms, and the scientific and technical
measures to ensure the preservation and integrity of the samples, as well as to guarantee the chain of custody. We specifically address
the technical standards established by the Spanish and Portugues Working group (GHEP) of the International Society for Forensic
Genetics (ISFG), as well as the scientific standards and legal criteria set out in our country by the National Commission for the Forensic
Use of DNA, which is the reference organism in the study and regulation of the technical, scientific, legal and ethical issues arising from
the application of forensic DNAanalysis.

KEY WORDS: Sample collection, body intervention, reference samples, biological evidence, informed consent, chain of custody.

CONTACTO: Lourdes Fernandez de Simon. Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses. Departamento de Madrid. Servicio
de Biologia. José Echegaray 4. 28232 - LAS ROZAS. MADRID. E-mail: lourdes.fernandez@justicia.es

1.INTRODUCCION. muestras de referencia indubitadas obtenidos
mediante intervencién corporal de los individuos
El proceso de identificacién genética en los sometidos a una investigacioén en el marco penal
distintos ambitos de aplicacion forense, tal y (sospechosos, detenidos, imputados o
como lo entendemos en la actualidad, requiere condenados de ciertos delitos graves), en el
de un analisis comparativo de coincidencia o marco de los procesos civiles de investigacion
compatibilidad entre los perfiles genéticos que biolégica de la paternidad y/o la maternidad
se obtienen de muestras dubitadas de origen (presuntos padres, madres e hijos/as), asi como
desconocido (fundamentalmente vestigios en la investigacion de personas desaparecidas y
biolégicos de la escena del delito o del cuerpo de cadaveres sin identificar (familiares de personas
la victima, asi como restos humanos sin desaparecidas).
identificar) con los perfiles genéticos de

1 Facultativo. Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses. Departamento de Madrid. Servicio de Biologia.

Estandares de toma de muestras con intervencion corporal para estudios en genetica forense. FERNANDEZ DE SIMON L', ALONSO A.
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En el presente trabajo nos referiremos
precisamente a los estandares alcanzados en
nuestro pais en el proceso de toma de muestras
de referencia con intervencién corporal en el
sujeto vivo, asi como la recogida de indicios
biolégicos de interés criminal del cuerpo de la
victima o del imputado, incluyendo los criterios
de eleccion de las muestras mas adecuadas en
cada caso, el contenido de los formularios de
consentimiento informado y las medidas
cientifico-técnicas para asegurar la
preservacion y la integridad de las muestras, asi
como para garantizar la cadena de custodia.

Abordaremos de forma especifica los
estandares técnicos establecidos por las
sociedades cientificas en genética forense, con
especial referencia a las guias vy
recomendaciones del Grupo de Habla Espafiola
y Portuguesa (GHEP) de la Sociedad
Internacional de Genética Forense (ISFG:
International Society of Forensic Genetics). Asi
mismo, nos referiremos a los estandares
cientificos y a los criterios juridicos establecidos
por los grupos de trabajo (Comisién Técnica
Permanente y Grupo Juridico y Bioético) de la
Comisién Nacional para el Uso Forense del
(CNUFADN), organismo de referencia en el
estudio y la regulacion de los aspectos técnicos,
cientificos, legales y éticos que se derivan de la
aplicacion forense de los analisis de ADN tanto
en el ambito de la investigacion criminal, como
en los procedimientos de identificacion de restos
cadavéricos o de averiguacion de personas
desaparecidas en nuestro pais.

2. TOMADE MUESTRAS DE REFERENCIAEN
PERSONAS VIVAS.

Las muestras de referencia indubitadas son
muestras biolégicas de procedencia conocida
que nos permiten establecer por comparacion,
la identidad de unos determinados restos
humanos, la procedencia de un determinado
vestigio biol6gico o una determinada relacién de
parentesco.

Los estandares cientificos de recogida de
muestras de referencia se deben realizar de
acuerdo a lo establecido en las siguientes guias

cientificas:

- Recomendaciones para la recogida y envio
de muestras con fines de identificacion
genética. Grupo de Habla Espafola y
Portuguesa de la Sociedad Internacional de
Genética Forense (GHEP-ISFG)[1].

- Recomendaciones para la recogida y
remision de muestras con fines de
identificacion genética en grandes
catastrofes. Grupo de Habla Espafiola y
Portuguesa de la sociedad Internacional de
Genética Forense (GHEP-ISFG) [2].

- Real Decreto 32/2009, de 6 de febrero de
2009. Protocolo nacional de actuacion
Médico-forense y de Policia Cientifica en
sucesos con victimas multiples [3].

- Normas para la preparaciéon y remision de
muestras objeto de analisis por el Instituto
Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses
[4].

En dichas guias se establecen las siguientes
recomendaciones para la seleccion y obtencion
de muestras de referencia en personas vivas:

1. Células epiteliales de la mucosa bucal
(saliva).

Se obtienen frotando la parte interna de las
mejillas con hisopos estériles. Se deben recoger
al menos 2 hisopos. En la actualidad existen
numerosos tipos de hisopos y de Kits
estandarizados para este tipo de tomas.

Es conveniente que la recogida se realice al
menos 1 hora después de que la persona haya
comido, para evitar la presencia de restos de
alimentos, o bien, que se realicen enjuagues
bucales previos ala toma.

No se recomienda recoger esta muestra
como indubitada en los casos de agresiones
sexuales en los que haya producido una
felacion.

Estandares de toma de muestras con intervencion corporal para estudios en genetica forense. FERNANDEZ DE SIMON L', ALONSO A.
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2. Sangre.
Se puede obtener por:

- Puncion dactilar. Con una aguja o lanceta
quirurgica se pincha la cara anterior de un
dedo de la mano y se depositan de 3 a 4
gotas de sangre sobre soportes
especiales para la recogida vy
conservacion de ADN. En la actualidad
existen numerosos kits estandarizados
para este tipo de tomas.

- Puncion venosa. Se recomienda la
extraccion de unos 5 ml de sangre que se
introducen en un tubo con anticoagulante
tipo EDTA.

Mencién especial merece la recogida de
muestras indubitadas en personas
transfundidas. En este caso es conveniente
utilizar una muestra alternativa a la sangre, ya
que en esta se podria detectar la presencia de
ADN del propio individuo, en mezcla con ADN
procedente del material transfundido, al menos
en un corto periodo de tiempo posterior a la
transfusion.

3. Pelosconraiz.

Es la muestra indubitada menos frecuente.
Tiene interés fundamentalmente en aquellos
casos en los que es necesario comparar
morfolégicamente cabellos dubitados con
cabellos indubitados. Se recomienda el envio de
10 a 15 cabellos arrancados conraiz.

Estas recomendaciones son aplicables a la
recogida de muestras de referencia en personas
vivas, independientemente del area de
aplicacion del analisis genético. Si bien, en cada
una de estas areas, existen una serie de
peculiaridades relacionadas con la toma de
muestras que hay que tener en cuenta y que se
describen en los siguientes epigrafes.

A) TOMA DE MUESTRAS DE DETENIDOS O
IMPUTADOS EN CASOS CRIMINALES.

En los casos criminales, la recogida de
muestras de referencia de los detenidos o
imputados reviste cierta complejidad juridica y
es necesaria la solicitud de su consentimiento,
asi como la informacion sobre el uso que de ella
sevaarealizar.

De acuerdo a las recomendaciones de la
CNUFADN [5] el formulario de consentimiento
informado en estos casos debe recoger al
menos los siguientes aspectos:

- Lanaturaleza de los perfiles de ADN

- Elusoylacesiondelos perfiles de ADN

- Los laboratorios capacitados para realizar
los analisis

- Laconservacion de las muestras

- Los derechos de cancelacion, rectificacion y
acceso alos datos.

Se establece ademas la obligatoriedad de la
asistencia letrada en la toma de muestras de
ADN, atendiendo a los criterios marcados por la
sentencia del Tribunal Supremo 827/2011.

El formulario de ‘toma de muestras de
detenidos o imputados en asunto criminal”,
aprobado por el Pleno de la Comision Nacional
para el Uso Forense del ADN en 2011 se puede
consultar en la memoria de actividades del 2011

[5].

B) TOMADE MUESTRAS DE REFERENCIADE
FAMILIARES EN SUCESOS CON VICTIMAS
MULTIPLES.

Para posibilitar la identificacién genética de
victimas en una catastrofe es fundamental la
recogida de muestras de referencia de los
familiares de las personas fallecidas.

Para ello es necesario conocer que
familiares hay disponibles y cuales de ellos son
los mas adecuados para el analisis.

En el aparato 2.4 del Anexo-VIl, del Real
Decreto 32/2009, de 6 de febrero de 2009 [3] se

Estandares de toma de muestras con intervencion corporal para estudios en genetica forense. FERNANDEZ DE SIMON L', ALONSO A.
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especifica, por orden de prioridad que familiares
son los mas adecuados para proceder al
analisis. Dichos familiares son:

Ascendientes y descendientes directos.

Para estudios de paternidad con marcadores
STRs autosémicos.

- Padre y madre biologicos del fallecido. Si no
es posible obtener muestras de ambos
padres, se puede realizar la prueba
unicamente con uno de ellos.

- Cobnyuge e hijos del fallecido. Sino es posible
obtener muestras del cényuge, se puede
realizar la prueba Unicamente con los hijos.

Hermanos del fallecido.

Con estos familiares se reduce bastante el
poder de discriminacion. Si la victima es un
varén es mas recomendable la obtencion de
muestras de hermanos varones para investigar
la linea paterna mediante marcadores de
cromosoma Y, ademas de la linea materna
mediante ADN mitocondrial.

Otros familiares.

Si no es posible obtener muestras de los
familiares anteriormente descritos es
recomendable la obtencion de muestras de
familiares que mantengan la linea paterna y/o
materna.

Las muestras de referencia de padres
adoptivos, hijos adoptados, padrastros,
madrastras u otros parientes que no tengan
consaguinidad con la victima no ofrecen
informacion sobre la identidad genética de dicha
victima.

Los formulario de “familiares disponibles” y
de “toma de muestras de referencia de ADN de
familiares (1 y Il)”, se pueden consultar en el Real
Decreto[3].

C) TOMA DE MUESTRAS EN CASOS DE
INVESTIGACION BIOLOGICA DE LA
PATERNIDAD Y OTROS ESTUDIOS DE
PARENTESCO. REAGRUPACION FAMILIAR.

La investigacion biolégica de la paternidad
(IBP) tiene como fin la identificacion de
individuos basandose en relaciones directas de
consaguinidad. Y se utiliza fundamentalmente
en:

- Procesos civiles. Con el propésito de
identificar a los progenitores (demostrar la
paternidad y/o la maternidad).

- Procesos penales. Con el proposito de
identificar a los padres bioldgicos (paternidad
y/o maternidad) o bien identificar al
sospechoso de una violacion.

- Estudio de casos de
Reagrupacion familiar.

inmigracién.

Los estandares cientificos de recogida de
muestras en casos de IBP se deben realizar de
acuerdo a lo establecido en las siguientes guias
cientificas:

- Recomendaciones para la recogida y envio
de muestras con fines de identificacion
genética. Grupo de Habla Espafiola y
Portuguesa de la sociedad Internacional de
Genética Forense (GHEP-ISFG)[1].

- Normas para la preparacion y remision de
muestras objeto de analisis por el Instituto
Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses
[4].

En dichas guias se establecen
recomendaciones para la recogida de muestras:

- Cuando el presunto padre, el hijo y/o la
madre estan vivos.

- Cuando el presunto padre biol6gico ha
fallecido.

- En casos de investigacion de paternidad a
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partir de restos fetales. En estos casos, por
ser menos frecuentes, se puede recordar
que las muestras mas adecuadas para el
analisis son:

* 1.-Restos fetales y placentarios. Si hay
posibilidad de elegir y se pueden
distinguir macroscopicamente, se deben
enviar preferentemente los restos fetales.
En caso contrario enviar los restos
existentes.

Si se trata de un feto a término es
recomendable enviar musculo
esquelético (si esta bien conservado) o
hueso (si hay problemas de
conservacion).

e 2.-Liquido amniético. Se recomienda la
extraccion de unos 10 ml.

D) TOMA DE MUESTRAS DE REFERENCIA
RELACIONADAS CON LOS SUPUESTOS DE
POSIBLE SUSTRACCION DE RECIEN
NACIDOS.

En las investigaciones sobre supuestas
sustracciones de recién nacidos, la principal
pretension de los hijos supuestamente
sustraidos o adoptados de forma irregular es
conocer su identidad y su origen biologico.

Las personas afectadas son
fundamentalmente:

- Hijo/a que busca a su madre y a su padre
biolégicos.

- Madre y/o padre que busca a su hijo/a
biolégico.

- Hermanos/as que buscan a sus
hermanos/as biolégicos.

De acuerdo a las recomendaciones sobre los
estudios de identificacién genética en casos de
adopciones irregulares y sustracciéon de recién
nacidos establecidas por la CNUFADN [6], los
familiares mas adecuados para proceder a la
identificacion de hijos adoptados
irregularmente, por orden de prioridad, son los
siguientes: ambos progenitores, un solo

progenitor mas otro familiar de linea
complementaria (ejemplo: padre y un familiar
materno, madre y un familiar paterno),
hermanos varones de padre y madre (2 o mas es
lo apropiado), hermanas de padre y madre (2 o
mas es lo apropiado), otros familiares que
compartan lalinea paterna olalinea materna.

El formulario de solicitud de ‘“toma de
muestras biolégicas para la obtencion de
perfiles genéticos porel INTCF y su registro en el
fichero de perfiles de ADN de personas
afectadas por la sustraccion de recién nacidos”
se puede consultar en el apartado 2 del ANEXO
Il de la Orden JUS/2146/2012[7].

3. RECOGIDA DE VESTIGIOS BIOLOGICOS
EN EL CUERPO DE LA VICTIMA Y/O DEL
IMPUTADO.

Los vestigios bioldégicos son restos de
material biolégico de procedencia desconocida
que pueden ser utilizados como fuentes de
prueba y cuyo analisis puede contribuir al
esclarecimiento de un hecho investigado.

Los estandares cientificos de recogida de
vestigios biolégicos en el cuerpo de la victima
y/o del imputado se deben realizar de acuerdo a
lo establecido en las siguientes guias cientificas:

- Recomendaciones para la recogida y envio
de muestras con fines de identificacion
genética. Grupo de Habla Espafiola y
Portuguesa de la sociedad Internacional de
Genética Forense (GHEP-ISFG)[1].

- Normas para la preparacion y remision de
muestras objeto de analisis por el Instituto
Nacional de Toxicologia y Ciencias
Forenses. [4].

En dichas guias se establecen las siguientes
recomendaciones para la seleccidén y obtencion
de vestigios biolégicos
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A) FLUIDOS U OTROS RESTOS
BIOLOGICOS RECOGIDOS DE LA
SUPERFICIE CORPORAL (SANGRE, SALIVA,
SEMEN, ORINA, CELULAS EPIDERMICAS...).

Los fluidos y cualquier resto biolégico
depositado sobre el cuerpo de la victima y/o
imputado se recogen con hisopos estériles
humedecidos ligeramente con agua destilada.
Se debe limpiar el area completa presionando
suavemente, si es posible con un solo hisopo o
con el menor numero posible de ellos e
indicando el orden en el que se han utilizado los
hisopos, ya que el utilizado en primer lugar
tendra mas ADN foraneo.

B) UNAS.

Una vez examinadas las ufias y recogidos
los pelos y/o fibras, se recorta el borde libre de
cada una de las ufias, recogiendo por separado
las ufias de ambas manos. Si las ufias no se
pudiesen recortar, se pueden limpiar con
hisopos estériles humedecidos ligeramente en
agua destilada estéril.

C) RECOGIDADE MUESTRAS EN CASOS DE
AGRESIONES SEXUALES.

Las agresiones sexuales son delitos que
requieren una recogida muy estandarizada de
muestras corporales de la victima, por lo que es
interesante dedicarle un apartado especifico.

La seleccion de vestigios debe realizarse
teniendo en cuenta los datos aportados por la
victima, asi como las observaciones realizadas
en el reconocimiento forense.

Las tomas recomendadas son:

- 2 tomas bucales, mediante hisopos
estériles, limpiando por debajo de la lengua,
alrededordelas enciasy por el paladar. Es la
primera toma que debe realizarse porque en
la boca los restos de semen desaparecen
con cierta celeridad.

- Tomas de la superficie corporal. Hay que
buscar restos de semen, saliva,
mordeduras, sugilaciones...etc. Se deben
recoger con hisopos estériles humedecidos
en agua destilada estéril.

- 2 tomas cervicales, 2 tomas vaginales y/o 1
toma de genitales externos, mediante
hisopos estériles, limpiando el cuello uterino,
la cavidad vaginal y la regiéon vulvar,
respectivamente. Si se requieren tomas
para analisis de ETS deben realizarse con
posterioridad para evitar la perdida de
espermatozoides.

- Lavado vaginal. Se debe realizar después
de las tomas con hisopo y para ello se
utilizan unos 10 ml de suero fisiolégico
esteéril.

- 2tomas anales y/o 1 toma del margen anal,
mediante hisopos estériles, limpiando el
conducto anorrectal y el margen anal,
respectivamente.

4. CADENADE CUSTODIA.

La cadena de custodia es el procedimiento
establecido para mantener y documentar la
historia cronoldgica de las muestras dubitadas
e indubitadas, desde su recogida hasta su
devolucién, destruccion o conservacion. Con
ello se pretende garantizar la integridad vy
autenticidad de las muestras, acreditando que
aquello que se somete a juicio de un Tribunal, es
“lo mismo” que fue recogido y que no ha sido
manipulado, sustituido o alterado.

A)DOCUMENTACION.
1. Formularios estandarizados.

Las muestras deben iracompafiadas de una
hoja de recogida de datos, siempre que sea
posible deben ser formularios estandarizados

en los que consten basicamente:

- Lainvestigacion solicitada.
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- Antecedentes y datos de interés sobre el
caso: causa de los hechos, lugar y fecha,
personas implicadas...etc.

- Datos de la persona a la que se le realiza la
toma corporal: sexo, edad, antecedentes
personales y/o patoldgicos de interés, causa
de la muerte (si se ha producido), antigiiedad
del cadaver...etc. Y su relacién con el caso:
victima, imputado, padre, madre...etc.

2. Documentacion complementaria.

Informe de autopsia, informes clinicos,
fotografias de las muestras...etc, cuando tenga
interés.

3. Cadenade custodia.

En los formularios debe existir un apartado
dedicado a la cadena de custodia, donde debe
constar: Nombre o identificacion y firma de las
personas responsables de la recogida, fecha y
hora aproximada...etc.

B) IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras dubitadas e indubitadas deben
ser identificadas mediante un sistema unico,
sencillo e inequivoco. Esta identificacién debe
constar en el envase primario (envase que
contiene la muestra) y en los formularios que
acompafan a las muestras.

C) RECOGIDA Y MANEJO DE LAS
MUESTRAS.

La toma de este tipo de muestras debe ser
realizada por personal cualificado, siendo
normalmente el Médico Forense el que la lleva a
cabo.

Las muestras deben ser recogidas con la
ropa protectora adecuada (bata, guantes y
mascarilla) y el material limpio y estéril o
desechable, cuando sea posible.

D) SISTEMAS DE PRESERVACION Y
TRANSPORTE DE MUESTRAS.

Para garantizar una adecuada preservacion
de las muestras dubitadas e indubitadas es
fundamental realizar un correcto envasado y
para ello es conveniente seguir las siguientes
recomendaciones generales:

- Envasarlas muestras de formaindividual.

- Precintar los envases o utilizar envases con
cierre irreversible. Cuando sea necesario
utilizar doble envase.

- Los envases primarios siempre tienen que ir
correctamente identificados y con el apartado
de cadena de custodia cumplimentado.

- Utilizar papel o carton preferiblemente al
plastico para evitar la degradacién del ADN.

- Siempre que sea posible dejar secar las
muestras a temperatura ambiente en lugares
protegidos.

- Las muestras humedas y liquidas y los
tejidos blandos y 6rganos deben mantenerse
y transportarse en refrigeracion.

Aunque son muchos los sistemas que se
pueden utilizar para envasar o empaquetar una
muestra correctamente, a continuacién se
describen algunas recomendaciones, teniendo
en cuenta el tipo de muestra y el sistema de
recogida.

1. Hisopos humedos.

Deben dejarse secar a temperatura
ambiente en un lugar protegido. Es importante
no introducirlos en envases de plastico hasta
que no estan totalmente secos para evitar la
proliferacion bacteriana y la consiguiente
degradacion del ADN. En la actualidad hay
numerosos kits para este tipo de tomas que
utilizan estuches de carton que permiten el
secado de los hisopos dentro del envase.

2. Muestras liquidas.
(Sangre, lavados, liquido amniético...etc).

En el caso de la sangre es conveniente
introducirla en tubos con anticoagulante tipo
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EDTA. El resto de las muestras liquidas deben
introducirse en tubos o botes de plastico con
tapa de cierre irreversible y si no es posible, con
tapa de rosca bien precintada.

Todas las muestras liquidas deberian ser
transportadas en doble envase para evitar
derrames en caso de rotura y deben mantenerse
y transportarse en refrigeracion.

3. Fragmentos de tejidos y 6rganos.

Deben introducirse en botes de plastico de
boca ancha con tapa de cierre irreversible y sino
es posible, con tapa de rosca bien precintada.
Deben mantenerse y transportarse en
refrigeracion.

4.Huesos y dientes.

Los huesos o fragmentos de hueso deben
enviarse lo mas limpios posibles y libres de
tejidos blandos. Tanto ellos como los dientes,
dependiendo de su estado, pueden enviarse en
recipientes de carton o plastico, teniendo en
cuenta que siempre es preferible el cartéon (o
papel) al plastico.

5.Unasy pelos.

Este tipo de muestras que son pequeias
deben enviarse en recipientes que permitan su
visibilidad y sobre todo que eviten su pérdida.
Por ejemplo, las uiias pueden depositarse en un
envoltorio de papel e introducirse en un sobre o
pueden enviarse en envases pequefos de
plastico.
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APLICACIONES NO CONVENCIONALES DE MARCADORES

BIALELICOS (SNPs) EN GENETICA FORENSE.
UNCONVENTIONAL APPLICATIONS OF BIALLELIC MARKERS (SNPs) IN
FORENSIC GENETICS.
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RESUMEN:

Revisaremos en este articulo la aplicacion de los Single Nucleotide Polymorphisms o SNPs, polimorfismos simples de secuencia, en
genética forense dirigida a dos de los principales escenarios de uso en este campo. La prediccién del origen biogeografico de una
muestra desconocida y la prediccion de rasgos fisicos a través del andlisis del genoma de muestras biologicas. Se incluira la base
biolégica de cada aplicacion, la adecuacion de los SNPs ala tarea y un breve repaso de la situacién actual en el campo forense.

PALABRAS CLAVE: Toma de muestras, intervencion corporal, muestras de referencia, vestigios biolégicos, consentimiento informado,
cadena de custodia.

ABSTRACT:

SNPs have been used as forensic genetics markers even since the very beginning of the field's history. However it has not been until
recently, that SNPs have reappeared on the scope. Tools, apparently more powerful, set aside SNP typing into secondary tasks.
Currently, the situation is quite different. New applications of SNPs on which these markers appear as the optimal tool, have been
developed and are being applied to real criminal casework. We will review on this article two of such applications that perfectly illustrate
the current use of SNPs in forensic genetics: Bio-geographical origin prediction of unknown samples and phenotipical trait prediction.”

KEY WORDS: DNA, forensic genetics, SNPs, biogeographic origin, physical features, EVCs, phenotipe, genetic of populations.

CONTACTO: Manuel Fondevila Alvarez, e-mail: mafondevila@hotmail.com, Instituto de Ciencias Forenses, Facultade de Medicina,
Rua San Francisco s/n 15782, Santiago de Compostela, ACorufia.

1. INTRODUCCION. la comparacion de patrones de fragmentos de
restriccibon en genomas completos, el “DNA
El trabajo en genética forense en la fingerprinting” o huella genética. La variacion en
actualidad esta dominado por el genotipado de la longitud de esos fragmentos viene dada por la
polimorfismos STR. EI elevado poder presencia de secuencias diana especificas para
estadistico que aporta su analisis, acompafado una serie de enzimas de restriccion, la presencia
de la sencillez de sus protocolos de genotipado, o ausencia de una de estas dianas en una regiéon
estandarizacion mundial y el desarrollo de kits concreta del genoma viene dada por la
comerciales de amplificacion se bastan para presencia de un SNP en ese lugar, cuya
explicar este hecho. Los SNPs, por otro lado, variabilidad determina que uno de estos
parecen una herramienta mas reciente (los enzimas reconozca 0 nO esa secuencia como
primeros ensayos de genotipado forense de diana.
SNPs para identificacion humana fueron
publicados en fechas tan proximas como enero El “DNA fingerprinting” de Sir Alec Jeffreys,
de 2006 [1]) y sin embargo han estado presentes esta en la actualidad ampliamente superado.
en la genética forense desde su primer Los SNPs, como polimorfismos de secuencia,

momento. requieren de protocolos de genotipado mas
complejos [2] que la combinacion directa PCR-
Sir Alec Jeffreys aplicd por primera vez el Electroforesis de los STRs. Por otro lado, los

andlisis de polimorfismos de ADN a la resolucion SNPs como polimorfismos mayoritariamente
de un caso de investigacion criminal, mediante bialélicos son capaces unicamente, marcador a

1 Instituto de Ciencias Forenses de la Universidad de Santiago de Compostela.
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marcador, de suministrar solo una parte de la
informacion que se podria obtener del
genotipado de un solo locus STR [3]. Calculos
realizados por P.Gill, arrojan la estima de que
seria necesarios del orden de 30-40 SNPs con
maxima heterocigosidad (frecuencias alélicas
de 0,5 en ambas variantes), para igualar la
potencia estadistica del tipado de 15 STRs[3].
Con un panorama como el descrito, pareceria
que la aplicacion de SNPs al trabajo forense no
seria interesante en absoluto. Pese a todo, los
SNPs si ofrecen una serie de propiedades
especificas que los hacen muy interesantes
para un conjunto de aplicaciones forenses en las
que el genotipado de STRs no garantiza el éxito.
Por todo ello, podemos considerar el tipado de
SNPs como una herramienta complementaria a
los STRs o de aplicacioén unica, cuando dichos
STRsfallan en su analisis.

A)PROPIEDADES DE LOS SNPs.

Los SNPs, presentan una serie de
propiedades, compartidas en cierto grado por
otros marcadores bialélicos como los InDels,
que resultan de gran interés en el campo de la
genéticaforense:

1. Son el tipo de variacion mas comun del
genoma, se ha estimado que por cada 100 o
1000 bases del genoma humano, existiria una
polimoérfica [4]. En teoria, se dispondria de un
amplio numero de marcadores para su estudio,
informativos para diversas aplicaciones. Este
gran numero de polimorfismos a la disposicion
del investigador forense, permite la adecuada
seleccion de marcadores con una distribucion
de frecuencias alélicas apropiada para tareas
especificas (a revisar en el presente texto), y
secuencia flanqueante Optima para la
amplificacion, sin el problema que presentan
factores como el desequilibrio de ligamiento
entre marcadores.

2. Los SNPs son marcadores extremada-
mente estables que tienden a permanecer
inalterados de generacién en generacion.
Presentan tasas de mutacion tan bajas como

2x10° por generacion y meiosis [5] como valor
medio. Un valor extremadamente bajo cuando
se compara con la tasa media de mutacion de
10° de los loci STR. Este hecho, presenta un
doble interés en genética forense, por un lado
resulta de extrema utilidad en casos de
paternidad cuestionada (y entre estos casos de
especial relevancia en casos de pedigri
complejo) y por otro lado, favorece la aparicién
de una variabilidad interpoblacional en las
frecuencias alélicas.

3. Son la forma mas simple de polimorfismo
de ADN vy por tanto sus métodos de deteccion y
genotipado, aun dentro de su relativa
complejidad, son susceptible de automatizacion
y permiten el disefio de reacciones multiplex con
un alto numero de marcadores. Ofrecerian asi la
posibilidad de optimizar la relacién entre el gasto
de muestray informacion obtenida en el analisis.
Dada esta propiedad, no parece ya una seria
limitacion el hecho de la baja informatividad
individual de los SNPs, ya que pueden ser
incorporados en nimero suficientemente alto en
una unica reaccion de genotipado como para
superar la potencia estadistica de 15 STRs de
identificacion individual [1].

4. El polimorfismo es una unica base. Esto
permite disefiar reacciones de amplificacion
PCR con productos con longitud reducida al
minimo, de forma que en condiciones de ADN
degradado, en las que el genoma puede estaren
avanzado estado de fragmentacion, todavia
puedan ser analizados con garantia de éxito [6-
9.

B) LA APLICACION DE LOS SNPs EN
GENETICAFORENSE.

En base la combinacién de todas o varias de
estas propiedades, existen una serie de
escenarios de aplicacion de los SNPs en
genética forense, en los que se perfilan como la
herramienta mas adecuada a nuestra
disposicién. Entre estos escenarios
encontramos tareas tales como: los casos de
ADN extremadamente degradado, la prediccion
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origen biogeografico o prediccion de

caracteristicas fenotipicas.

En un principio, el interés en el genotipado de

SNPs en casuistica forense se centré en su
aplicaciéon a casos de ADN degradado [1]. Tras
la muerte o la deposicion de una muestra
biologica, comienzan a actuar sobre la molécula
de ADN una serie de procesos tanto endégenos
como exdgenos que conducen a la degradacion
progresiva y acumulativa de las biomoléculas
[10-12]. Es comun encontrar tales muestras en
la casuistica forense. En este tipo de muestras
es frecuente observar que la eficacia de
amplificacibn se hace menor cuanto mas
pesado es el producto de PCR, es por ello que la
tendencia en el trabajo orientado a muestras
degradadas es la seleccién de marcadores con
producto de PCR lo mas corto posible. Asi, se ha
tratado de reducir a la minima expresiéon el
fragmento amplificado en reacciones multiplex
de STRs, los denominados MiniSTRs. Pese a
todo, los STRs al tratarse de polimorfismos de
longitud multialélicos relativamente grandes
presentan un limite en cuanto al numero de
marcadores que pueden ser introducidos en una
reaccion multiplex con un tamafo de amplicon
reducido [13]. Aun contando con que podemos
marcar varios STRs con diferentes fluorocormos
de forma que la sefial electroforética de cada
uno no interfiera con la de los demas, incluso
Minifiler solo cuenta con 4 marcadores STR por
debajo de 150pbs [6-9].

Es en este caso cuando los SNPs realmente

ofrecen su ventaja:

Al ser polimorfismos de una Unica base, el
tamano de amplicon puede ser reducido a
fragmentos menores de 90pb sin demasiada
dificultad, dado que podemos acercar los
primers de PCR uno al otro (en teoria) hasta
que solo acoten la base polimorfica[1,14].

Dado que lareaccion de genotipado en SNPs
es independiente de la PCR de
enriquecimiento, no tenemos la limitacion
presente en STRs en cuanto al numero de
marcadores con el mismo tamafio de
fragmento amplificado. Todos los
marcadores de una reacciéon de PCR de

SNPs pueden ser amplificados con
fragmentos menores de 90pbs sin riesgo de
interferencia.

- La sencillez del genotipado permite realizar
el analisis paralelo en una sola reaccion de
un elevado numero de SNPs con el
consiguiente ahorro de material limitado.

En las siguientes paginas se revisaran las
aplicaciones que surgieron a medida que el
interés del campo forense en los SNPs se iba
desarrollando, la prediccion de origen
biogeografico y de caracteristicas fenotipicas.

2, PREDI,CCI(')N DEL ORIGEN
BIOGEOGRAFICO.

Esta aplicacion se basa en la existencia en el
genoma de todas las especies de una serie de
polimorfismos cuya variabilidad se encuentra
entre grupos de individuos o poblaciones
(variantes alotipicas), y no entre los individuos
de una misma poblacién (variantes idiotipicas).
De esta forma si conocemos la frecuencia de
aparicion de una serie de estas variantes en
poblaciones de la especie humana. El estudio de
las variantes presentes para un conjunto de
estos polimorfismos en el genoma de un
individuo concreto, podria entonces ayudarnos
a inferir la poblacién con mayor probabilidad de
haber sido el marco genético en el que se
desarrollara dicha combinacién de variantes en
particular.

La aplicacién de estas competencias a la
genética forense se centrarian en aquellos
casos en los que aunque se ha hallado una
muestra biolégica con ADN dutil, pero no se
cuenta con ninguna muestra de referencia con la
que hacer una identificacién con marcadores de
identificaciébn humana (ya sean sospechosos de
haber cometido un crimen o en casos de
identificacion de victimas). Las aplicaciones en
casos de desapariciones en masa y grandes
catastrofes son comunes, a la hora de hacer un
screening de posible nacionalidad de las
victimas. Pongamos como ejemplo la
identificacion de cadaveres de pasados
conflictos militares, como las dos guerras
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mundiales, en las que bajas de diversas
nacionalidades se encuentran en la misma area
geografica.

A)BASE BIOLOGICA.

Es relativamente frecuente encontrar
polimorfismos de esta clase en el genoma de
nuestra especie, debido a nuestra historia
evolutiva. Pertenecemos a una especie con una
distribucién geografica muy amplia, ya desde los
origenes del Homo Sapiens anatémicamente
moderno [15]. Esta amplia distribucion desde
tiempos remotos, en poblaciones reducidas con
escaso contacto entre ellas es la base de la
aparicion de la variacion que nos interesa.

Es especies con estructura poblacional como
la que exhibia el Homo Sapiens durante gran
parte de su recorrido, la combinacion de la
accién de una serie de fuerzas evolutivas
aleatorias sobre el ADN no codificante lleva a la
aparicion de diferencias alotipicas en las
frecuencias alélicas como las que nos interesan.
Las fuerzas evolutivas que actian es estas
zonas son a grandes rasgos: 1.La migracion, 2.
la deriva genéticay 3. la mutacion.

1. La migracién actuaria como un factor
homogenizador de las frecuencias,
introduciendo cambios anteriormente
inexistentes en el pool génico de la poblacion
receptora, o aumentando su frecuencia. La
deriva y la mutacion (en menor medida), al
actuar al azar, pueden ocasionar cambios en las
frecuencias génicas en cualquiera de los
sentidos, bien aumentando la diferencia entre
poblaciones o bien reduciéndolas.

2. La deriva génica es un factor que se debe al
emparejamiento al azar de los individuos de la
poblacion (el emparejamiento es estocastico al
menos en cuanto a estos marcadores, ya que no
tienen influencia alguna en el suceso), es decir,
la muestra de la poblacion que se toma para
formar las variantes de cada polimorfismo en la
siguiente generacion incluye un numero
aleatorio de moléculas con cada una de las

variantes, con lo que bien se puede aumentar la
frecuencia de un determinado alelo o bien
eliminar una variante del pool génico de la
poblacién. En general la deriva génica actuara
aumentando la varianza entre grupos vy
disminuyendo la varianza intragrupal.

3. La mutacion ocurre con una determinada
probabilidad en cada posicién nucleotidica,
aunque dicha probabilidad suele ser muy baja,
de forma que es muy probable que por mutacién
aparezca un cambio en una poblacién y no en
otras aumentando la variacion interpoblacional,
y con menos probabilidad que el cambio
introducido si esté presente en otras
poblaciones, reduciendo la diferencia. En
general, la mutacién y la migracion introducen
cambios en el pool génico de una poblacion (la
primera aumentando heterogeneidad y la
segunda la homogeneidad interpoblacional) y la
deriva modifica las frecuencias aleatoriamente,
fijando o eliminando los cambios introducidos.

B) LOS SNPs COMO MARCADORES DE
ORIGEN BIOGEOGRAFICO.

Estas fuerzas evolutivas afectan, por
supuesto, atodo el genoma, por mucho que este
sea mas aparente en las regiones no selectivas.
Asi, las variantes haplotipicas de la region
hipervariable del ADN mitocondrial y el
cromosoma Y, siguen un patrén de marcada
variabilidad interpoblacional bien conocido por
la comunidad cientifica y pueden ser aplicados a
la prediccion de origen biogeografico con cierta
garantia de éxito[16-17]. Los loci STR, son parte
fundamental del ADN no selectivo y sobre sus
variantes también operan estas fuerzas
evolutivas. Rosemberg y colaboradores en
multiples publicaciones demostraron la
capacidad de los STRs [18] para predecir el
posible origen biogeografico, asi como otra serie
de trabajos publicados por nuestro grupo en los
ultimos afios [19-20].

Ahora bien, el uso de SNPs autosémicos se
adapta con mucha mayor facilidad a esta
tarea[14,21-22]. Sus propiedades los hacen una
opcion idénea que auna las ventajas tanto del

Aplicaciones no convencionales de marcadores bialélicos (SNPS) en genética forense. M.FONDEVILA, C. PHILLIPS, MV LAREU.

24



Boletin Galego de Medicina Legal e Forense n2. 20. Enero 2014.

ADN mitocondrial como las de los STRs.

Tanto la molécula de ADN mitocondrial como
el cromosma Y, presentan una amplisima
variabilidad interpoblacional, bien documentada
que puede ser explotada con éxito para predecir
el origen biogeografico de perfiles de ADN. Por
otro lado, el ADNmt es un marcador muy
resistente a la degradacion portmortem (si no el
mas resistente), lo que constituye una importante
ventaja en el campo forense. Sin embargo estos
marcadores debido a la ausencia de
recombinacion, presentan la limitacion de que no
permite asignar un perfil a un individuo si no a un
linaje extenso. La escala de tiempo que cubren
los cambios en los polimorfismos de Cromosoma
Y y ADNmt es mucho mayor que la de los
marcadores autosémicos, lo que acompanado
de su transmision en bloques haplotipicos a
través de familias extensas nos lleva a discutir
sobre si la aplicacion de estos datos refleja o no
el estado actual de los individuo, si mas bien
deberiamos hablar del origen biogeografico de
su linaje, de la ancestralidad del linaje, no del
individuo actual. En este sentido, quizas los
términos ancestralidad y origen biogeografico no
sean intercambiables, sino derivados de
evidencias diferentes.

Por su lado, la variabilidad de STRs refleja el
estado actual del individuo, sin embargo,
presentan una dificultad derivada de la misma
ventaja que los hace adecuados para la
identificacion individual, multialelismo e
hipervariabilidad. Pese a que existe un sesgo
apreciable en las frecuencias interpoblacionales
para algunos de los alelos de ciertos STRs [19-
20,23] que puede ser explotado para la
prediccion del origen biogeografico, casi todos
los alelos frecuentes estan presentes en ambas
poblaciones, si no en todas, lo que reduce su
informatividad en cuanto a origen biogeografico.
La elevada tasa de mutacion de estos
marcadores, colabora en la estabilizacion de las
frecuencias alélicas entre poblaciones.

Los SNPs, por su lado, estan presentes en
grandes numeros en los cromosomas
autosémicos, por lo que la recombinacion
meibtica en cada generacion, garantiza que una
determinada combinacién de alelos en un perfil
reflejara fielmente el estado actual del individuo

que las porta, en cuanto a origen poblacional. Su
extremadamente baja tasa de mutacién impide
que la mutacién recurrente de forma
independiente en diferentes poblaciones
estabilice la variabilidad entre poblaciones. En
este caso, su limitado nuimero de variantes
posibles por locus juega a nuestro favor, de
forma que si existe una variante representativa
de la poblacion, es bastante mas probable que la
porte un gran porcentaje de los individuos de ese
grupo, en contra de lo esperado en sistemas
multialélicos. Ademas, los SNPs, como ya fue
discutido en las paginas anteriores, se adaptan
muy bien al trabajo con muestras degradadas,
siendo el marcador genético mas resistente, solo
por debajo del ADNmt.

Por ello, el genotipado de SNPs autosémicos
se perfila como la herramienta ideal para la
prediccion de origen biogeografico.

C)APLICACION DE LOS SNPs.

Tomando una serie de posibles origenes
biogeograficos, por ejemplo Europoide, Extremo
oriente y Africa subsahariana como los utilizados
en nuestro trabajo original en este tema de 2008
[14], se hara una busqueda de marcadores en
bases de datos. Se tratara de seleccionar una
serie de marcadores en los que uno de los alelos
tenga una frecuencia de aparicion diferente para
una de las poblaciones con respecto a las otras
dos. Esta diferencia haria de este marcador
concreto, un predictor de origen poblacional
asociado al grupo humano para el que muestra
una frecuencia alélica diferencial. Buscariamos
entonces una serie de marcadores predictivos
para cada una de las poblaciones incluidas en el
calculo planeado, que se incluirian en una
reaccion de genotipado multiplex. Estos SNPs
pordrian ser:

- SNPs especificos de poblacién: Aquellas
posiciones del genoma en las que so6lo existe
variabilidad en una poblaciéon concreta,
siendo las restantes, monomorficas.

- AIMs propiamente dichos: Aquellas
posiciones que siendo variables en toda
poblacion, presentan una baja
heterocigosidad, siendo el alelo mayoritario
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diferente entre los grupos en estudio.

- SNPs no binarios: Existen SNPs en el
genoma con un tercer o incluso cuarto alelo.
Estos pueden ser un caso especial de las
otras clases comentadas, en las que es
posible que cada uno de los multiples alelos
de la posicion polimérfica sean indicativos de
uno de los origenes en la hipotesis.

- Variantes fijadas: Incluimos aqui posiciones
invariables dentro de cada poblacién, pero en
las que por deriva, se ha fijado una variante
diferente en cada grupo Fig.1. Ejemplos de
SNPs con variacion alotipica

Frecuencias alélicas
Poblacion :

SNPs especificos
de poblacion

AlMs

X

Variacion no binaria

hioms L
P90 -
.-..”

Variantes fijadas

Fig.1. Ejemplos de SNPs con variacion alotipica

Asi, tendremos una serie de SNPs
informativos de origen poblacional dirigidos a
una predicciéon concreta, cuyo analisis
combinado nos ayudaria a calcular de forma
estadistica la poblacion de origen mas probable
de entre los grupos de referencia incorporados a
nuestra hipétesis inicial [14,21]. Evidentemente
esta prediccion debe realizarse mediante un
calculo matematico con el que podamos obtener
una LR entre la probabilidad de pertenencia del
perfil a cada una de las poblaciones
contempladas en la hipoétesis inicial (toda vez
que existe una variabilidad intrapoblacional
paralela a la interpoblacional para muchos de
estos marcadores que hara que diferentes
individuos de la misma poblacién clasifiquen con
una LR diferente segin combinacion alélica
individual).

Alahorade llevar a cabo esta tarea, y afin de
conseguir una seleccion éptima de marcadores
que nos permita hacer el mejor uso de los SNPs

como herramienta de prediccion de origen
biogeografico, se debe buscar un equilibrio de
informacién para cada uno de los origenes
incluidos en la hipotesis, de forma que no se
incurra en ningun sesgo hacia ninguno de ellos, a
riesgo de sobreestimar la LR asociada a esos
grupos [14,24].

D) DIFICULTADES DE LA PREDICCION DE
ORIGEN BIOGEOGRAFICO.

Hemos revisado brevemente el efecto de la
variabilidad intrapoblacional sobre los calculos.
Esta variabilidad, no resulta dificultosa en los
casos en que las poblaciones incluidas en la
hipotesis inicial estén filogenéticamente
alejadas. En este caso, independientemente de
la variabilidad individual en cada poblacion, el
rango de LRs posibles partira de valores muy
elevados en ambos extremos.

Sin embargo, no podemos contemplar las
poblaciones humanas como elementos alejados
o independientes unos de otros. Lejos de ser
unidades discretas, las poblaciones humanas
tienen una distribucion continua, cuyos limites se
diluyen.

Es mas, en la actualidad gracias a
movimientos masivos de poblacién, voluntarios o
no, facilitados por la mejora en los medios de
transporte, muchos grupos poblacionales
conviven en el mismo espacio geografico. Esto
conduce a que estos grupos se entremezclen
diluyendo la divergencia entre ellos. Se
denomina a la situacion resultante de un flujo
génico entre dos poblaciones, admixture o
mezcla poblacional. Esta situacion puede llegar
a introducir una cantidad significativa de ruido en
la clasificacion en caso de que las poblaciones
de referencia en la hipétesis inicial presenten un
cierto grado de admixture [24-26].

Esta situacion se puede compensar de dos
maneras: de forma estadistica, limitando los
calculos Unicamente alas poblaciones fuente del
admixture [26] o bien aumentando el poder
estadistico del test con el genotipado de un
mayor numero de marcadores. Esta estrategia
ha sido estudiada por nuestro grupo de forma
sistematica [21,24-26], lo que nos ha permitido
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Fig .2. Resultados del analisis con el software Structure y de PCAs de cerca de 1000 muestras de distribucion mundial (CEPH
panel) con 34 SNPs de prediccién de origen biogeografico generalista, un nuevo set de SNPs de variabilidad alotipica entre
grupos contenidos en Eurasia, y ambos combinados. La agrupaciéon de estos dos sets, nos permite no solo detectar la
divergencia entre grupos muy alejados geograficamente, sino también entre aquellas poblaciones eurasiaticas genéticamente
proximas pese al elevado grado de admixture entre ellas. "Phillips C. FSI Genet, 2013 ;7(3):359-66".

no solo aumentar el numero inicial de origenes
geograficos incluidos en nuestros calculos, si no
también aumentar la resolucion de estos para
llegar a un cierto grado de prediccién de origen
dentro 2 de los grandes grupos iniciales [21-
22,25].

En los dultimos afios, hemos tenido la
oportunidad de aplicar nuestros multiplexes de
SNPs ala prediccion de origen biogeografico en
casos reales de investigacion policial.
Consiguiendo resultados exitosos en todas las
ocasiones independientemente de las
dificultades encontradas, incluso cuando se
requirio la prediccion de origen entre
poblaciones muy proximas [25]. Con este
bagaje, deberia quedar despejada toda duda
sobre la adecuacion de los SNPs a la prediccion
forense de origen poblacional en muestras
desconocidas.

3. PREDICCION DE CARACTERISTICAS
FENOTIPICAS.

La prediccion de rasgos fenotipicos o EVCs
(External Visible Characteristics) es la
aplicacién mas novedosa de los SNPs al campo
forense. Se encuentra en la actualidad en
estudio y solo un pequefio numero de rasgos de
interés forense pueden ser predichos con
seguridad en la actualidad, pese que se esta
llevando a cabo una intensa labor investigadora
en esta area en numerosos grupos [26-28].

Esta aplicacién trata, de forma paralela a la
prediccion de origen biogeografico ya tratada,
de hallar informacion relativa a un individuo
completamente desconocido, en base a un resto
biologico que nos de acceso a la variabilidad de
su genoma. En este caso se estudiaran aquellas
posiciones polimérficas cuya variabilidad esté
asociada estadisticamente al espectro de un
rasgo fisico cuantificable.
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A)BASE BIOLOGICA.

Es un hecho ampliamente conocido como
parte de la cultura general, es incluso una
afirmacion intuitiva. Los rasgos fisicos
(fenotipicos) estan regulados por las variantes
presentes en las secuencias codificantes del
ADN. De hecho, las caracteristicas fisicas,
entre las que estan aquellas de interés forense,
como la altura, peso, pigmentacion e incluso la
estructura 6sea y rasgos faciales estan
regulados por una serie de polimorfismos
génicos heredables y un efecto ambiental
variable.

La mayor parte de estas variantes, los alelos
de esos genes (que se traducen en variantes
proteicas) estaran definidas por una particular
combinacién de bases posibles de una serie de
SNPs contenidos tanto en secuencias
codificantes como reguladoras de la expresion
génica.

La aplicacion del tipado de SNPs a esta
tarea pasaria a través del analisis de una serie
de posiciones polimorficas en el genoma, cuyas
variantes estarian asociadas (no se requiere
que la variante a tipar sea codificantes, solo
estar en desequilibrio de ligamiento intenso con
las posiciones definitorias de un alelo) en cierto
grado con una variante en particular de un
rasgo fenotipico.

Conociendo la frecuencia con la que una
variante de un SNP se encuentra presente
cuando un rasgo es observado, permitiria hacer
una prediccion a través de un calculo
matematico objetivo en base la conjuncién de
una serie de variantes observadas.

A primera vista, parece una tarea facil, pero
no tardan en surgir dificultades. La mayor parte
de los ECVs presentan una variacion continua,
no un numero pequefio de variantes discretas
facilmente identificables y relacionables con
una variante genotipica concreta. Ademas,
cada rasgo individual esta regulado por la
actividad conjunta de un gran numero de
secuencias génicas, cada una de ellas con un
pequefio efecto en el fenotipo final, y cada uno

de ellos conteniendo un numero significativo de
alelos (aun mas, cada variante funcional del
gen puede ser definida por un cierto nimero de
combinaciones de SNPs diferentes). Para
complicar la situacion aun mas, una misma
secuencia puede afectar multiples caracteres al
mismo tiempo y ver su contribucién al fenotipo
modulada o anulada por otras secuencias.

La investigacion en este tema se centra en
desenmarafiar el comportamiento de aquellas
caracteristicas de interés forense cuya
variabilidad descomponerse en una serie de
variantes mas o menos discretas reguladas por
un numero relativamente pequefio de
secuencias. Un ejemplo de esto son: la
pigmentacién del iris principalmente, vy
cercanamente relacionados la pigmentacion
del cabelloy la piel [26-28].

B)APLICACION DE LOS SNPs.

La aplicacion de marcadores genéticos
como los SNPs a la prediccién del fenotipo en
base al analisis de la variabilidad genotipica, es
conceptualmente semejante ala yarevisada en
el apartado de origen poblacional.

Se debe, para cada rasgo establecer una
poblacion de individuos que comparten una
misma variante del EVC, del mismo modo que
lo haciamos con los posibles origenes
biogeograficos. La correcta definicion de cada
variante del ECV en estudio es clave para el
éxito de la prediccion.

Se debe seleccionar un panel de SNPs
analogo a los explicados en el apartado
anterior, cuya variabilidad presente una
componente alotipica entre los grupos de
individuos de referencia para cada variante del
EVC.

Como en el caso anterior, se precisa de una
utilidad matematica en la que se calcularian las
LR de pertenencia a cada grupo de referencia
en contrade los restantes.
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C) LA PRED,ICCIC')N DE VARIANTES DE
PIGMENTACION DELIRIS.

Como se anticipaba, el rasgo fenotipico cuya
prediccion se encuentra mas avanzada es la
coloracion del iris. Se trata de un rasgo de
variabilidad continua y compleja, pero que
permite agrupar las variantes por colores bien
diferenciados (ignorando la microvariabilidad
responsable del tono concreto dentro de cada
coloracion). El metabolismo de la melanina en el
iris y la implicacién de variantes estructurales
deltejido de la coroides es bien conocido, lo que
permite realizar una seleccibn de SNPs
asociados al EVC, dirigida a las secuencias
implicadas en la regulacién del caracter.

Varios grupos de investigacion han
trabajado recientemente para conseguir la
prediccion mas exacta de la coloracion del iris
[26-28].

El trabajo realizado con muestras de
diferentes grupos de referencia con el ensayo
desarrollado por nuestro grupo de
investigacion, nos llevé a definir tres grupos:
Azules, Marrones e Intermedio (que incluye
verdes, avellana y otras coloraciones que no
pueden ser clasificadas como azules o
marrones). Tanto en nuestros trabajos, como en
los de grupos independientes, s seleccionaron
los mismos SNPs de efecto mayor sobre el
caracter de forma que la prediccion presenta
resultados similares hasta cierto punto.
Adicionalmente, se afadieron SNPs de efecto
menor, marcadores con menor asociacion con
el caracter, que modulan de forma sutil el efecto
final, pero que resultaron cruciales para la
prediccion de variantes intermedias [26].

Como se puede ver en la imagen que
acompafa al texto, en la que se muestra la
progresion de la linea AUC que proporciona la
adicion de cada nuevo SNP de menor
informatividad para cada uno de los posibles
colores, la prediccion de cada una de las
variantes fenotipicas, varia. Al igual que el
efecto sobre el valor final de cada nuevo SNP.
Tenemos, por ejemplo una muy buena
prediccion de las variantes extremas, como el
azul y el marrén, mientras que el grupo

intermedio es mucho mas reducida. Esto se
debe al hecho de que las variantes extremas
estan relacionadas con polimorfismos de
secuencia que afectan al proceso de forma
intensa en los primeros eslabones de la cadena
metabdlica mientras que las variantes
intermedias deben su caracteristica a efectos
menores concatenados de una multiplicidad de
SNPs sin efecto mayor. El caso concreto del
SNP mayor rs12913832 es muy grafico. Este
marcador en solitario consigue predicciones de
coloracion azul del iris de mas del 0.9 [26-28].
Esto se debe a que el alelo asociado a este
Unico marcador irrumpe o limita la efectividad de
los Fig.3- curvas AUC obtenidas con 18 SNPs
relacionados con la pigmentacion del iris,
obtenida de Y. Ruiz (FSIl:Genet 2013
Jan;7(1):28-40) procesos restantes casi al
principio de la cadena metabdlica de la
melanina, dando lugar a pigmentaciones claras.
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Fig.3. Curvas AUC obtenidas con 18 SNPs relacionados con
la pigmentacion del iris, obtenida de Y. Ruiz (FSI: Genet 2013
Jan;7(1): 28-40)

Asi pues, los trabajos realizados en
pigmentacion tanto del iris como de la piel o el
cabello ofrecen resultados muy esperanzadores
para el campo, y pueden ser aplicados con
elevada garantia de éxito, si bien esta aplicacion
aun requiere estudio para poder aprovechar
todas las posibilidades que ofrece.
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Fig.4. Diagrama de Structure asumiendo K=2 grupos, de las muestras de iris Azul, marrén e intermedio. Se aprecia una clara
subestructura entre el grupo “Azul” y los restantes, mientras que el cambio entre “Marrén” e “intermedio” es mas sultil, pero

perceptible.

4.EN CONCLUSION.

Hemos visto como el genotipado de SNPs
autosémicos se adapta a la perfeccion a la
prediccién de origen biogeografico, aunando las
ventajas de los marcadores de transmision
uniparental y STRs. Se ha utilizado con éxito
esta herramienta en multiples ocasiones desde
su desarrollo en la resolucion de casos reales de
investigacion criminal. Incluso en aquello en los
que la a priori limitacion de esta aplicacion, el
admixture, incrementaba la dificultad
significativamente. El continuo desarrollo de un
mayor numero de marcadores ha llevado en los
Ultimos afos a expandir los limites de la
prediccion de origen biogeografico y la
resolucion del calculo entre poblaciones
proximas.

Los estudios gendmicos de Uultima
generacion, cada vez mas abordables, han
hecho aparente la asociacién de entre un grupo
de ciertas posiciones variables con una serie de
genes relacionados con la pigmentacion La
aplicacién de estos métodos de analisis
gendmico masivo podria abrir a estudio EVCs
cada vez mas complejos, con lo que en el futuro

proximo podria llegar a ser abordable la
prediccion de caracteristicas mas complejas e
interesantes.

En todo caso, la investigacion en caracteres
relativamente sencillos, como la discutida en las
paginas anteriores, constituye la base sobre la
que asentarse para acometer el estudio de
patrones mucho mas complejos y su
contribucién al campo forense no debe ser en
absoluto desdefiada. Y puede ser aplicada con
éxito a la resolucion de casos reales de
investigacion criminal.
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LABASE DE DATOS NACIONAL DE PERFILES GENETICOS.

REGULACION, FUNCIONAMIENTO Y OPERATIVIDAD.
THE NATIONAL DATABASE OF GENETIC PROFILES.
REGULATION, FUNCTIONING AND OPERATING.

HOMBREIRO L".

RESUMEN:

En los dltimos afios se han creado a nivel técnico y desarrollado a nivel legislativo en muchos paises bases de datos de perfiles
genéticos con valor identificativo con fines de investigacién policial y judicial y también con objetivos humanitarios de identificacion de
cadaveres y busqueda de desaparecidos. Estos sistemas informaticos no sélo comparan perfiles a nivel nacional sino que existen
tratados de cooperacioén internacional. El conocimiento de la regulacion legal y del funcionamiento del sistema es una obligacion para
las Instituciones implicadas enlos procesos judiciales.

PALABRAS CLAVES: Bases de Datos de ADN, CODIS, muestras de ADN, coincidencia de perfil genético, compatibilidad de perfil
genético, huella genética.

ABSTRACT:

Last years DNAdatabases have been created technically and developed to legislative level in many countries . These genetic profiles are
an important value for the criminal and humanitarian investigations. The crime prosecution and the search of missing persons exist at
national and international level. The knowledge of the law about this procedures and of the system functions is very important for the
Institutions involved in the Justice.

KEY WORDS: DNAdatabases, CODIS, DNA crime samples, genetic profile match, partial match, genetic fingerprint.

CONTACTO: Luis Hombreiro Noriega. Laboratorio de ADN. Policia Cientifica. Jefatura Superior de Policia de Galicia. C/ Médico Devesa
Nufiez n°4, 15008 A Coruiia. Email: acoruna.adn@policia.es - Teléfono: 981 166 460.

1.INTRODUCCION. podrian ser investigaciones de paternidad,
investigaciones criminales e identificacion de
En los ultimos afos, la genética forense se cadaveres.
ha convertido en una prueba clave en multiples

procesos penales y civiles. Con su capacidad Las aplicaciones derivadas de la Genética
para confirmar o eliminar a un sospechoso, asi Forense no solo han dotado de mas prestigio y
como para determinar relaciones de seguridad a la Administracion de la Justicia en
parentesco, supone para el proceso penal y civil los diferentes paises, sino que han tenido un
un nuevo y valioso medio para resolver delitos y notable impacto social y ético. Es preciso que
otras cuestiones y es una técnica esencial que las herramientas forenses en general se
viene a afiadirse a las que han venido implanten al maximo nivel jurisdiccional lo antes
utilizandose hasta ahora. En el ambito penal posible en nuestras instituciones, observando
permite analizar estrategias delictivas e rigurosamente el cumplimiento de las Leyes e
identificar autores, mejorando la gestion judicial implementando sistemas de supervisién que
y policial de los diferentes asuntos. permitan controlar su funcionamiento y
aplicaciones.

El analisis de la variabilidad genética
humana posibilita esta capacidad de La bioinformatica en el area de la genética
individualizacién de personas, aplicable en forense ha estado encaminada a la
investigaciones criminales o judiciales y que consecucion de una premisa: “la relacion de las

1 Inspector del Cuerpo Nacional de Policia. Bidlogo. Jefe del Laboratorio Territorial de Biologia -ADN de la Brigada de Policia Cientifica-
Jefatura Superior de Policia de Galicia.
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muestras andénimas con sus posibles
donantes”. El gran desarrollo de la informatica
en las ultimas décadas ha sido casi paralelo a
los avances en las técnicas de biologia
molecular, que han sabido adaptar estas
herramientas informaticas en potentes armas
tecnolodgicas para luchar contra el crimen.

El reto de aprovechar las nuevas técnicas
cientificas debe de conjugarse de forma
obligada con la garantia de proteccion de los
derechos fundamentales de las personas.

A)ANTECEDENTES.

El caso de Rocio Wanninkhof, una chica de
19 afios que desaparecié en 1999 Fuengirola
(Malaga). Su cadaver fue encontrado un mes
mas tarde, en la localidad de Marbella. Al lado
del cadaver habia una colilla consumida de una
marca de tabaco. Cuatro afios mas tarde, en el
afo 2003 tuvo lugar la desaparicion y asesinato
de Sonia Carabantes. En el lugar de los hechos
otra colilla de la misma marca fue encontrada y
el perfil genético obtenido en esta colilla era el
mismo que en los restos epiteliales de las ufias
de la victima. EI mismo perfil genético que la
colilla de la primera de las victimas. Finalmente
y tras una larga investigacion, pudo detenerse a
Tony Alexander King y demostrar que su perfil
genético era el mismo que el presente en las
muestras hasta ese momento anénimas. Pero
no habian sido sus primeras victimas, este
hombre era un ciudadano del Reino Unido,
donde tenia un amplio historia de delitos
sexuales, violentos y contra el patrimonio. A
Tony Alexander King se le conocia en el Reino
Unido como "el estrangulador de Holloway", se
acercaba por la espalda a sus victimas y con un
cable las estrangulaba hasta dejarlas
inconscientes para mas tarde violarlas. Tras
cumplir 10 afios de prision volvid a reincidir y
terminé huyendo a la Costa del Sol, donde
continu6 con su actividad criminal.

La huella genética resolvié ambos
asesinatos en Espafa sin recurrir a ningun tipo
de Base de Datos. Si este primer crimen
hubiese ocurrido después del afo 2007 quizas
no hubiese ocurrido el segundo.

En Reino Unido la Base de Datos de perfiles
genéticos de la policia se incrementa
aproximadamente en unos 3000 perfiles
diarios, lo que supone que la policia britanica
dispone del ADN de una de cada quince
personas de su pais. Esta enorme fuente de
informacién es una de las mejores herramientas
contra el crimen de la que dispone la policiay la
propia sociedad. Basta encontrar en el lugar del
crimen un simple vestigio biolégico para tipificar
en él su ADN y compararlo con las muestras
recogidas en la Base de Datos. Desde el afio
1995, el que comenz6 a acumular datos de
ADN, dicha base ha individualizado a mas de
100.000 personas, relacionandolas con la
escena del crimen. Es preciso puntualizar que
esta relacion es exclusivamente de situacion, es
decir, demuestra que la persona ha estado en el
sitio del crimen, no que lo haya cometido.

En el ambito de una investigacion procesal-
penal, debe tenerse en cuenta que el acceso a
datos genéticos afecta a la libertad personal. La
Resolucién del Parlamento Europeo, de 16 de
marzo de 1989, sobre los problemas éticos y
juridicos de la manipulacion genética, dispone
que “los analisis genéticos en los
procedimientos judiciales so6lo pueden
realizarse con caracter excepcional y
exclusivamente por orden judicial y en ambitos
estrechamente delimitados y que se puedan
utilizar anicamente aquellas partes del analisis
del genoma que revisten importancia para el
caso y que no permitan ningun tipo de
deducciones sobre la totalidad de la informacion
hereditaria.” Es decir, se limita la utilizacién del
material desde su finalidad y tan sélo el material
no codificante.

Por otra parte, la Recomendacion 92 (1) del
Comité de Ministros del Consejo de Europa, se
refiere a la posibilidad de creacion de estas
bases de datos en los articulos 8 a 11, y remite a
los Estados miembros para su regulacion. Esta
Recomendacién aceptaba el archivo de
informacién genética sobre reos de delitos
sexuales o similares en gravedad, pero no
distinguia entre el material codificante y el no
codificante, por lo que derivaba esta regulacion
a los Estados miembros. En estas regulaciones
estatales ha de tenerse en cuenta que los
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elementos cientificos del analisis genético, es
decir, el progreso en la técnica, deben marcar el
ritmo de los elementos juridicos de limite. Hoy
en dia un analisis de ADN puede mostrar
caracteristicas exclusivamente identificativas
(ADN no codificante) y también otra serie de
caracteristicas fenotipicas (ADN codificante),
pero se desconoce qué posibilidades permitira
la técnica en un futuro, de ahi la importancia de
los limites legales.

Respecto de la inclusiéon de datos genéticos
en Bases de Datos, hay que diferenciar que el
ADN no codificante es el que va a permitir
identificar a una persona, individualizarla,
mostrando su “huella genética” sin mas datos,
por ejemplo, sobre su salud o rasgos fisicos.
Este sera el elemento juridico esencial en la
configuracion de los limites de las bases de
datos policiales, circunscribe la investigacion a
labusqueda de laidentidad.

Las Bases de Datos de ADN persiguen la
resolucion de casos criminales permitiendo la
comparacién automatizada de perfiles de ADN
procedentes de la escena del crimen, de
sospechosos o convictos y en ocasiones de las
victimas. Es indiscutible la utilidad de este tipo
de Bases de Datos en todos los paises en los
que existen.

En la actualidad hay numerosas bases de
datos genéticas orientadas a la investigacion
criminal y entre todas ellas, la que tiene mayor
capacidad de aplicacion es el sistema CODIS
(Combined DNA Index System) desarrollado
por el FBlI de EE.UU. y de gran eficacia probada,
que puede resumirse en que esta disefiado para
permitir la compatibilidad y el trabajo
independiente de los laboratorios, el archivo de
un numero ingente de perfiles genéticos y el
intercambio de datos en niveles local, estatal y
nacional, con indices de tipo criminal y también
detipo civil para busqueda de desaparecidos.

Las bases de datos de ADN con fines civiles
tienen como objetivo la identificacion de los
cadaveres y osamentas de origen desconocido.
La posible identificacion de los restos de los
desaparecidos es un deber y una obligacién no
soélo legal, sino que forma parte de un acto

humano y de responsabilidad social.

El problema de las personas desaparecidas
y de los cadaveres y osamentas no identificados
es un problema universal, como también lo son
algunas tipologias delictivas comunes en todos
los paises. La progresiva internacionalizacion
de las busquedas y cotejos genéticos entre
diversos paises permitira una mayor eficiencia
en lo que se refiere a la identificacion de restos
humanos, busqueda de desaparecido y la
creacion de una verdadera arma de lucha
contra la delincuencia transnacional.

El proyecto Fénix, nacido de la colaboracién
de la Universidad de Granada y de la Guardia
Civil, fue pionero en el mundo en la creacion de
una base de datos con fines de identificacion de
cadaveres. Constaba de dos bases de datos, la
base de datos dubitada, compuesta por perfiles
de ADN mitocondrial y nuclear obtenidos de los
cadaveres que no han podido ser identificados
por las técnicas médico-legales, antropologicas
y odontolégicas clasicas y la base de datos de
referencia o indubitada, compuesta por ADN
mitocondrial y nuclear obtenido de muestras
bioldgicas de familiares genéticamente
relacionados con la persona desaparecida y
que han querido colaborar voluntariamente.

Posteriormente la Policia Nacional
desarrollé una nueva base de datos de tipo civil,
de nombre Humanitas, que sirvi6 como
elemento de unificacion de la anterior base de
datos Fenix. Tras la Ley Organica 10/2007, solo
existe una Base de Datos de estas
caracteristicas en Espafay es en ella donde se
encuentran todos los datos, sea quien sea la
Institucion Policial o de Justicia que se encargue
del asunto en cuestion.

Posteriormente a Espafia, en los Estados
Unidos, el FBI puso en marcha un programa
muy similar denominado National DNA
Database on Missing Persons. En otros paises
se desarrollaron también similares sistemas
informaticos. Existen igualmente otras bases de
datos de personas desaparecidas no fallecidas
gque podrian aplicarse a menores,
fundamentalmente recién nacidos, personas
con trastornos de la personalidad y problemas
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de desarraigo, etc. En algunos paises, la
desaparicion de menores con destino al trafico
de seres humanos y el secuestro de recién
nacidos es un problema de enorme magnitud.
La existencia de bases de datos internacionales
intercambiando datos entre todos los paises
podria ser una herramienta de gran ayuda para
la investigacién y solucién de este tipo de
situaciones.

La principal limitacion de las bases de datos
de tipo criminal surge ante la posibilidad de una
negativa del consentimiento para la toma de
muestras del sospechoso, procesado o
condenado. Si este tipo de personas se niega a
que se le tome una muestra biolégica que sirva
de referencia indubitada para comparar, la
capacidad de resolver casos puede verse
afectada.

Existen multiples parametros a determinar
en cuanto a qué datos pueden introducirse en la
Base de Datos y cudles de éstos deben
cotejarse. Las legislaciones de cada pais varian
en determinados puntos que afectan a estas
cuestiones. Otro punto importante es
determinar qué laboratorios pueden generar
perfiles de ADN que se incluyan en la base de
datos.

El primer criterio es de calidad. Su
extraordinaria importancia como requisito sine
qua non se ha visto reflejada en algunas
legislaciones como la espafiola, que exige a sus
laboratorios forenses la aplicacion de la norma
ISO 17.025 y la acreditacion por parte de un
organismo evaluador externo.

El segundo aspecto importante de la gestion
es conocer el funcionamiento del sistema
informatico. Generar resultados, o sea, analizar
muestras de ADN de personas y de indicios
criminales no significa controlar la base de
datos, no significa gestionarla. En un pais
determinado, un laboratorio central puede
gestionar la base de datos (laboratorio u
organismo gestor), pero puede haber otros
laboratorios en el pais que se limiten a analizar
muestras y enviar los resultados codificados al
laboratorio gestor (laboratorios u organismos de

analisis). Esto requiere una perfecta
coordinacién entre los diferentes laboratorios,
que no es especialmente dificil, pero requiere
una total y absoluta compatibilidad en todos los
procesos y protocolos cientificos y técnicos que
conllevan el andlisis: codigos compatibles en la
identificacion de las muestras (codigos de
barras y marcadores alfanuméricos), técnicas
de laboratorio similares, coordinacidén en cuanto
acasos que se analizan.

Finalmente, las legislaciones modernas de
todos los paises desarrollado que cuentan con
Bases de Datos de ADN, disocian los datos
informatizados, es decir, el genotipo que
identifica a una persona no estara nuncajunto a
sunombre, sino junto a un cédigo de barras o de
caracteres alfanuméricos que, realizada la
consulta en otra base de datos, nos aclarara la
identidad.

En los ultimos diez afios, las bases de datos
de ADN han adquirido un sentido cada vez més
internacional o global. Un ejemplo de ello es la
coordinacion entre paises europeos firmantes
del Tratado de Prim. Desde los atentados
terroristas del 11 de septiembre de 2001 en el
World Trade Center, se han ido adoptando
progresivamente toda una serie de medidas
encaminadas a incrementar la cooperacion
internacional en la lucha contra el terrorismo y
las formas graves de delincuencia organizada
transnacional, y esto en la UE se ha traducido
en conjunto de Convenios suscritos para
reforzar el espacio de libertad, seguridad y
justicia, siempre aplicables dentro del estricto
marco de respeto de los derechos y libertades
fundamentales de los europeos. Para ello, las
autoridades de proteccion de datos de los
Estados miembros estan jugando un papel
esencial, mejorando la cooperacion de todos los
servicios policiales en la lucha contra el
terrorismo y el crimen organizado, y recordando
que las posibilidades de intercambio de
informacién estan restringidas para unos fines
concretos, a una serie de organismos
concretos, y por el absoluto respeto a los
derechos en materia de proteccion de datos de
las personas.
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B) REGULACION LEGAL ESPECIFICA
ESPANOLA.

La Ley Organica 15/2003, de 25 de
noviembre, vino a afiadir a la Ley de
Enjuiciamiento Criminal una disposicién
adicional tercera de acuerdo con la cual el
Gobierno, a propuesta conjunta de los
Ministerios de Justicia e Interior regularia
mediante real decreto la estructura,
composicién, organizacion y funcionamiento de
la Comisién Nacional para el uso forense del
ADN.

El Real Decreto 1977/2008 de 28 de
noviembre regula la composicion y funciones de
la Comisién Nacional para el uso forense del
ADN (CNUFADN). De forma general, esa Ley
establece que a dicho organismo le
corresponden las funciones relacionadas con la
acreditacion relativa a estandares de calidad y
normas reguladoras europeas (norma ISO
17.025), coordinacion de los diferentes
laboratorios e instituciones encargadas de las
funciones aregular, la elaboracion de protocolos
oficiales y la determinacion de las condiciones
de seguridad de los laboratorios facultados para
contrastar perfiles genéticos en la investigacion
y persecucion de delitos y en la identificacion de
restos cadaveéricos.

La Ley Organica 10/2007 de 8 de octubre,
crea la Base de Datos Nacional de perfiles
genéticos (articulo 1) y remite a la CNUFADN
para la acreditacion de los laboratorios que
realicen andlisis de ADN y aporten perfiles
genéticos a la base de datos policial.

En base a esta regulacion legal, todos los
Laboratorios espafioles que pueden aportar
perfiles genéticos a la base de datos tienen que
estar acreditados, autorizados, coordinados vy
supervisados por este Organismo. La gestion
de la base de datos le corresponde a la
Secretaria de Estado de Seguridad (Ministerio
del Interior) que se apoyara en expertos del
Cuerpo Nacional de Policia y de la Guardia Civil
para estas funciones.

En Espafia existen 6 Unidades Cientificas
con acceso a la Base de Datos y acreditacion y

autorizacion para aportar perfiles a la misma.
Son el Instituto Nacional de Toxicologia y
Ciencias Forenses, el Cuerpo Nacional de
Policia, la Guardia Civil, la Ertzaintza, los
Mossos d’esquadra y la Policia Foral de
Navarra. Ninguna otra Institucion o Laboratorio,
publica o privada, dispone de acceso a este
archivo informatico ni tiene capacidad para
aportar perfiles al mismo.

Esta delimitacion de Laboratorios de
Organismos Publicos es un mandato legal de la
propia L.O. 10/2007, que circunscribe estas
funciones a las Instituciones que en Espaina
trabajan en las distintas fases del proceso penal.

2. SISTEMA INFORMATICO Y

FUNCIONAMIENTO.

El software que se utiliza en la Base de Datos
espafiola fue disefiado especificamente para el
FBIy sus siglas son C.0.D.1.S. (Combined DNA
Index System). Es un sistema informatico muy
utilizado en multiples paises por su sencillez en
el funcionamiento y la eficiencia probada en la
practica.

En el sistema informatico se incluyen datos
detres analiticas:

- STRsautosémicos.
- STRsdecromosoma.
- ADN mitocondrial.

Cada perfil introducido tiene un codigo,
denominado Specimen ID, es su identificador
Unico. En ninguin caso se aportan datos relativos
al asunto policial o judicial. Tan sélo el
laboratorio que aporta el perfil al sistema conoce
la procedencia del mismo.

Los perfiles van acompafiados de una
categoria, denominada Specimen category en
el sistema, lo que podria traducirse por el tipo de
perfil que estamos introduciendo (dubitado,
indubitado, victima, personal técnico de
laboratorio, etc). Esta categoria determina el
indice de busqueday es fundamental.
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La introduccion de los datos en el sistema se

realiza por duplicado, como medida de
seguridad y una vez verificados pasan a formar
parte del sistema de busquedas.

Existen varias categorias de perfiles, las mas

importantes se refieren a continuacion:

Forensic unknown, (evidencia/vestigio):
perfil genético obtenido de una muestra de
origen desconocido, generalmente indicio
relacionados con un hecho delictivo y que
procede de una Unica persona. Se trata de
un perfil Unico.

Victim known, (victima): perfil genético
obtenido de una muestra indubitada de la
victima de un delito.

Suspect known, (sospechoso): en
terminologia juridica espafola seria la
muestra indubitada del detenido o
imputado/procesado judicial.

Deduced Suspect, (muestras atribuidas): si
bien esta categoria aun no es oficial, se
encuentra dentro de las propuestas de
mejora del sistema que con seguridad se
introduciran en el sistema. Se trata del perfil
genético de muestras atribuidas a un
sospechoso (efectos personales, efectos
utilizados por el sospechoso).

Convicted ofender, (condenado): es el perfil
indubitado de una persona condenada por
un delito con sentencia firme.

Staff, (personal): se trata del perfil genético
indubitado del personal del Laboratorio que
tengan o hayan tenido responsabilidades en
la manipulacion de las muestras (recogida
de evidencias, traslados, personal técnico
del laboratorio, donantes de controles
positivos). Se usan para cotejos de descarte
como medida de control de posibles
contaminaciones.

Elimination known, (descartes): es el perfil
indubitado de personas que pudieran
aparecer junto al perfil del presunto autor
(familiares, amigos, propietarios de las

evidencias estudiadas, proveedores de
material de laboratorio) como posibles
contaminantes.

- Forensic mixture, (mezlas): son los casos
incluidos en la categoria forensic unknown
en los que hay mezclas de perfiles
genéticos.

- Missing person, (desaparecido): muestra
indubitada de persona desaparecida
(biopsias, fluidos corporales conservados,
etc).

- Deduced Missing Person, (muestra atribuida
a desaparecido): perfil genético obtenido de
una muestra atribuida a una persona
desaparecida (objetos de uso personal).

- Biological father, (padre): se trata del perfil
genético indubitado del padre de un
desaparecido.

- Biological mother, (madre): perfil genético
indubitado de la madre de un desaparecido.

- Biological child, (hijo): perfil genético
indubitado del hijo de un desaparecido.

- Deceased, (cadaver no identificado): perfil
genético de un cadaver o restos cadavéricos
humanos no identificados y no asociados a
delito.

- Unidentified person, (victima desconocida):
perfil genético de victima de hecho delictivo
sinidentificar.

- Other, (otros): categoria inespecifica para
situaciones que no se comprendan en el
resto de categorias.

- Juvenile, (joven): es el perfil genético del
menor detenido.

Una vez realizadas las busquedas y cotejos,
el sistema informatico devuelve los resultados,
que son verificados por el gestor de la Base de
Datos para posteriormente remitir las
coincidencias o matches a los diferentes
Laboratorios responsables de la introduccion de
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los perfiles implicados. Una vez recibidos estos
resultados por los Laboratorios de referencia,
deben de ser verificados a nivel técnico vy
comprobados, incluyendo este paso la
comunicacion e intercambio de datos entre los
laboratorios implicados en el match. Una vez
verificada la coincidencia o compatibilidad entre
los perfiles, se informara a las Unidades
Policiales, Judiciales o Forenses que estén
relacionadas con el asunto en cuestion.

El sistema no soélo reporta coincidencias
plenas o compatibilidades plenas, sino que
permite o tolera alguna desviacion, para ser
evaluada por especialistas a nivel técnico.
Existen matches que requieren una evaluacion
sencilla o directa y otros que pueden inducir a
error y que requieren ser revisados. Tales son
los casos que pueden darse cuando los
laboratorios de diferentes paises utilizan kits de
andlisis distintos, con un escaso numero de
marcadores en comun. Estas coincidencias,
que suelen tener valoraciones estadisticas de
no muy alto valor, deben ser habitualmente
reanalizadas para el cotejo de los marcadores
no comunes. En la actualidad, los Kkits
comerciales de analisis genético han
incrementado el numero de marcadores para
que la coordinacion entre laboratorios de
cualquier pais sea un hecho y los avances en
cuanto a estandarizacion de protocolos
permiten minimizar este tipo de situaciones.

En otros casos, puede haber desviaciones o
discrepancias en algun marcador, también
debidas a kits de analisis distintos (falsos
homocigotos por mutaciones en las zonas de
anillamiento de los primers en las multiplexes) o
bien al estado de conservacion de las propias
evidencias. Estas discrepancias deben de ser
evaluadas de forma individualizada antes de
emitir un informe de coincidencia o
compatibilidad.

Un caso especial es el de parentesco tanto
con perfiles de cadaveres sin identificar como de
los perfiles indubitados de familiares que
buscan a desaparecidos. En estos casos
pueden existir multiples compatibilidades que
deben de ser evaluadas no solo a nivel genético
con un numero alto de marcadores STRs

autosomicos, de STRs de cromosoma Y y de
ADN mitocondrial, sino corroboradas también a
nivel de los datos de origen de la muestra en
cuestion.

Actualmente hay mas de 310.000 perfiles
genéticos en la Base de Datos espafola. A
medida que se incrementa el nUmero de perfiles
introducidos, son mayores las coincidencias y
resultados de compatibilidad que el sistema
reporta, lo cual lo hace mas eficiente en su
objetivoy funcion.

3.ELINTERCAMBIO PRUM.

Los perfiles genéticos introducidos en la
Base de Datos espafola son enviados a un
sistema de cotejo de perfiles internacional,
formado por los Estados firmantes del Tratado
de Prim. Este intercambio entre paises permite
eliminar las fronteras en la persecucién de los
delitos y en la identificacion de cadaveres o
busqueda de desaparecidos.

En el intercambio de perfiles Prim existen
so6lo dos categorias de busqueda:

- Prim stain o perfil dubitado.
- Prim person o perfilindubitado.

En la actualidad los paises que ya han
armonizado sus sistemas informaticos y que
estan intercambiando perfiles son Espafia,
Austria, Alemania, Paises Bajos, Luxemburgo,
Francia, Rumania, Eslovenia, Eslovaquia,
Letonia y Polonia. Otros paises, tales como
Italia, Lituania, Chipre, Malta y Portugal se
incluiran en el sistema en breve tiempo.

Las busquedas y cotejos del sistema Prim
exigen la misma verificacion y evaluacion
técnica por parte de los Laboratorios implicados
en los matches, con la diferencia de que el
intercambio de datos relativos al origen de los
perfiles se realiza a través de un Organo de
Coordinacion Europea, que en el caso de
Espafia se denomina Oficina Sirene. Aunque los
formularios de intercambio de datos entre
paises son muy similares, se estan definiendo
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criterios para estandarizar todos estos
protocolos entre paises, armonizando las
cuestiones especificas que deriven de las
legislaciones de cada Estado.

Solo en el afio 2012 hubo mas de 6500
matches del sistema Prim, lo que indica la
enorme capacidad de este mecanismo de
coordinacién y cooperacion internacional, que
crecera exponencialmente en los préximos
anos.

4. LA IMPORTANCIA DE LA INCLUSION DE
PERFILES EN LABASE DE DATOS.

Ademas de los Laboratorios autorizados y
delimitados en la legislacion referida en el
presente articulo, en Espafia existe un gran
numero de Laboratorios que han trabajado y
trabajan por mandato judicial en asuntos de
naturaleza penal o de identificacion de restos
cadavéricos. Estos Laboratorios, publicos y
privados, no tienen acceso a la Base de Datos.

Su funcionamiento normalmente es reportar
a los Tribunales de Justicia o Unidades Médico-
Forenses los informes relativos a los andlisis
practicados a las muestras. En este punto es
donde pueden darse dos circunstancias:

- Que los perfiles sean enviados a los
Laboratorios autorizados y con acceso a la
Base de Datos para que, bajo mandato
judicial, se introduzcan en el sistema y se
reporten los resultados nacionales e
internaciones y sus valoraciones técnico-
periciales.

- Que los perfiles consten como anénimos en
el proceso judicial y permanezcan
archivados.

Si bien resulta obvio lo procedente de la
primera circunstancia, se ha constatado la
existencia de miles de perfiles genéticos
archivados en causas judiciales que no han
entrado en el sistema. Esto incluye desde la
investigacion de causas penales, en las que
debe de regir el principio legal de obligatoriedad
en la persecucion de los delitos que tienen todos

los funcionarios publicos encargados de esta
funcion, hasta la identificacibn de restos
humanos que se hayan encontrado y que, tras
ser analizados y obtenido su perfil genético, no
se incluye en el sistema de datos en el que
quizas estén los perfiles genéticos con
parentesco que pudieran esclarecer su
identidad, lo cual es preceptivo para finalizar con
éxito las diligencias judiciales oportunas.

5.DISCUSION Y CONCLUSION.

La inclusion de datos genéticos
identificativos de las personas implicadas en un
hecho delictivo o busqueda de desaparecidos es
un hecho en la actualidad.

Anivel europeo la coordinacion e intercambio
de estos datos también es un hecho entre un
numero importante de paises y esta sufriendo un
crecimiento exponencial por la inclusion
permanente de nuevos paises en estos
protocolos de cooperacion transnacional.

Existen otras bases de datos, tales como la
que gestiona INTERPOL, que buscan la
coordinacion internacional del cotejo de perfiles
genéticos en algunos asuntos concretos.

Es probable que en un futuro proximo los
paises desarrollados establezcan tratados de
colaboracién para la persecuciéon de delitos y
para la busqueda de desaparecidos, no
circunscritos a continentes o a uniones de
estados tales como la Unién Europea. El
intercambio de datos genético podria ser una
herramienta fundamental para la lucha contra
algunos delitos como el trafico de seres
humanos entre distintos paises, en ocasiones
derivada de practicas tales como el secuestro de
recién nacidos con diferentes destinos o fines.

Es de crucial importancia que todas las
Instituciones Publicas que participan de una u
otra forma en el proceso penal y en los
procedimientos judiciales de identificacion de
cadaveres conozcan la regulacion legal de los
bancos de datos de ADN a nivel nacional y el
funcionamiento del intercambio y cotejo de los
mismos, a fin de que puedan ser utilizados en
todas sus posibilidades.
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Todos aquellos perfiles que pudieran
encontrarse archivados en procedimientos
judiciales bajo la categoria de andnimos,
deberian ser reevaluados e introducidos en este
sistema. Es posible que casos criminales que
aun no estén prescritos puedan ser
solucionados en la actualidad, debido al enorme
numero de perfiles de referencia que integran el
sistema nacional e internacional. Casos reales
como el presentado en los antecedentes
actualmente no deberian suceder, ya que existe
el software y la regulacion legal del mismo para
que esto no ocurra.

Informacioén sobre el sistema, conocimiento
del mecanismo de cotejo e intercambio de datos
y puesta en marcha de protocolos de actuacion
entre los Organismos implicados, son los tres
ejes sobre los que se debe de dirigir la actuacion
delas Instituciones.
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PERFILES MEZCLA: NECESIDADES EN MATERIA DE ANALISIS E

INTERPRETACION.
MIXTURE PROFILES: ANALYSISAND INTERPRETATION NEEDS.

CRESPILLO MARQUEZ M, BARRIO CABALLERO PA", SERRANO SANCHEZA'.

RESUMEN:

A veces, la muestra recuperada del cuerpo de la victima o en la escena del crimen puede contener una mezcla de fluidos o
tejidos de diferentes personas, como consecuencia de la naturaleza del delito. La valoracion del perfil de ADN es el ultimo paso
del proceso analitico y, un aspecto muy importante. Sin embargo, la interpretacion de perfiles complejos de mezcla de ADN no
es tareafacil y, a veces, podria llevar a una opinién subjetiva, debido a esta complejidad. Los laboratorios que realizan el analisis
e interpretacion de perfiles mezcla de ADN deben considerar tres aspectos importantes. En primer lugar, como parte de la
norma ISO/IEC 17025:2005, el laboratorio debe desarrollar estudios de validacién interna bien disefiados para los diferentes
métodos utilizados en el laboratorio y, en particular, para el andlisis de perfiles mezcla de ADN. En segundo lugar, la formacién
continua en el andlisis e interpretacién de perfiles mezcla de ADN debe ser una prioridad para el laboratorio. Varias
organizaciones y grupos cientificos de trabajo han publicado directrices, recomendaciones y organizado reuniones cientificas
que ofrecen un apoyo importante a fin de llevar a cabo la interpretacién de este tipo de perfiles de ADN. Por ultimo, el laboratorio
debe emplear herramientas bioinformaticas que puedan ayudar a una interpretacién y valoraciéon mas apropiada de los perfiles
mezclade ADN.

PALABRAS CLAVE: Genética Forense; ADN; STRs autosémicos; Perfiles mezcla de ADN.

ABSTRACT:

Sometimes, the sample recovered from the victim’s body or at the crime scene may contain a mixture of fluids or tissues from
different persons due to the nature of the crime. The assessment of DNA profile is the last step of the analytical process and a
very important aspect. However, the interpretation of complex DNA mixture profiles is not an easy task and, sometimes could
lead to a subjective opinion due to such complexity. Laboratories that perform analysis and interpretation of mixture DNA profiles
should consider three important aspects. Firstly, as part of ISO/IEC 17025:2005, the laboratory must develop well-designed
internal validation studies for the different methods used in the laboratory and, in particular, for the analysis of mixture DNA
profiles. Secondly, continuing education in the analysis and interpretation of mixture DNA profiles should be a priority for the
laboratory. Several organizations and scientific working groups have published guidelines, recommendations, and organized
scientific meetings that offer an important support in order to carry out the interpretation of this kind of DNA profile. Finally, the
laboratory must employ bioinformatics tools that can help with interpretation and more appropriate valuation of mixture DNA
profiles.

KEY WORDS: Forensic Genetics; DNA; Autosomal STRs; Mixture DNA profiles

CONTACTO: MANUEL CRESPILLO MARQUEZ, C/ La Merce, 1. 08002 — Barcelona (Espafia), manuel.crespillo@miju.es,
Tel.: (+34)93 3174061.

1.INTRODUCCION. La estandarizacion de los métodos analiticos
empleados por la comunidad forense para llevar
El analisis genético de indicios bioldgicos se ha a cabo este tipo de estudios resulta

convertido en una pieza de especial absolutamente imprescindible para garantizar la
trascendencia en gran numero de procesos fiabilidad y certeza sobre los resultados y
judiciales, tanto en el ambito civil como criminal, conclusiones que de estos analisis se derivan.
siendo, desde hace ya varias décadas, Existen distintas organizaciones internacionales
aceptada por una gran mayoria de Tribunales de (ISFG —International Society for Forensic
Justicia de todo el mundo. Genetics—, EDNAP —European DNA Working

Group—, ENFSI —European Network Forensic

1 Facultativos. Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses. Departamento de Barcelona.
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Science Institutes—, SWGDAM —Scientific
Working Group on DNA Analysis Methods—,
GHEP-ISFG —Grupo de Habla Espariola y
Portuguesa de la International Society for
Forensic Genetics—, CNUFADN —Comision
Nacional para el Uso Forense del ADN-) que
trabajan permanentemente en la emision de
recomendaciones y guias de estandarizacion
sobre distintos aspectos que afectan a alguna de
las fases del analisis genético (p.ej.:
conservacion y preservacion de las muestras
biol6gicas, metodologia, nomenclatura,
tratamiento estadistico de los datos, etc.).

Sin embargo, aun hoy, existen para la
genética forense algunos aspectos sobre los
que no hay una completa estandarizaciéon. El

andlisis e interpretacion de perfiles mezcla
complejos es uno de ellos. En ocasiones, los
laboratorios forenses deben analizar perfiles
mezcla, que por sus caracteristicas, convierten
su interpretacion en una labor de extraordinaria
dificultad. En los perfiles mezcla complejos
concurren aislada o conjuntamente algunas
circunstancias como son:

los
perfil

Desproporcion acusada entre
contribuyentes que componen el
mezcla.

Degradacién del ADN, en todos o alguno de
los componentes de la mezcla.

Cantidad escasa de ADN.

Existencia de mas de dos contribuyentes.
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Figura 1. Ejemplo de representacion grafica (Electroferograma, EPG) de un perfil mezcla de al menos 3

contribuyentes.
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El analisis de perfiles mezclas es un debate
abierto en la comunidad forense [1-8]. En datos
presentados por el profesor J.M. Butler en el
Meeting DNA Analyst Training on Mixture
Interpretation [9], se pone de manifiesto el
elevado interés que a la vista del niumero de
publicaciones en las principales revistas
cientificas forenses, suscita distintos aspectos
que tienen que ver con la interpretacion y
analisis de perfiles mezcla (recomendaciones,
validaciéon, tratamiento estadisticos, low
template DNA mixtures, etc.).

El profesor P. Gill acertadamente afirma “/f
you show 10 colleagues a mixture, you will
probably end up with 10 different answers”. Este
hecho ha sido constatado en diferentes
ejercicios colaborativos organizados desde el
propio Grupo de Habla Espafiola y Portuguesa
de Genética Forense (GHEP-ISFG) [10]. La
interpretaciéon de determinados perfiles mezclas
puede convertirse en una actividad sometida a
la subjetividad del especialista que debe valorar
ese perfil genético [11], y por tanto, muy lejos de
la estandarizacion que la genética forense exige
en sus practicas.

En ocasiones, la interpretacion de perfiles
mezcla se convierte en una tarea laboriosa que
suele comportar un gasto importante de tiempo
y medios econdémicos, a menudo, sin los
resultados deseables y que obligan al perito a no
poder emitir conclusiones sobre el resultado
obtenido. De nuevo, P. Gill afirma que “Don't do
mixture interpretation unless you have to”
(comunicacion personal). En el contexto de
determinados casos forenses, se puede
plantear el analisis de otras muestras
alternativas y la introduccion de estrategias de
mejora sobre los analisis (p.ej. mejoras en las
técnicas de extraccion, tiempos de inyeccion del
producto de PCR, purificacion/desalinizacion de
los productos de PCR). La comunicacién con las
distintas partes implicadas en el proceso judicial
(jueces, fiscales, médicos forenses, policia
judicial) puede resultar de gran importancia a la
hora de decidir la/s muestra/s 6ptimas con el fin
de evitar, en la medida de lo posible, el analisis e
interpretacion de perfiles mezcla.

En el afio 2007, la ISFG, mediante una carta
al editor publicada en la revista Forensic
Science International: Genetics [12], abundaba
sobre la necesidad de avanzar en tres vias
fundamentales para mejorar y poder garantizar
la interpretacion de perfiles mezcla. En primer
lugar, la acreditaciéon de los laboratorios
forenses segun la norma ISO 17025 [13]; en
segundo lugar, incidir en la necesidad de una
adecuada y 6ptima cualificacion por parte del
personal implicado en este tipo de analisis; y en
ultimo lugar, la necesidad de desarrollar
herramientas informaticas que puedan ser
utilizados por la comunidad forense como ayuda
en lainterpretacion de este tipo de perfiles.

Lo cierto es que actualmente esas tres
recomendaciones que dictaba la ISFG en 2007
se encuentran en pleno desarrollo en la
comunidad forense. Este articulo pretende
revisar la situaciéon actual en referencia a estas
tres necesidades en materia de interpretacion
de perfiles mezcla: acreditacion, formaciéon y
desarrollo de herramientas bioinformaticas.

2. IMPORTANCIA DE LA ACREDITAQION DE
LOS LABORATORIOS Y VALIDACION DEL
METODO.

La acreditacién de laboratorios forenses
acorde a la norma EN ISO/IEC 17025 [13] es
hoy una realidad, tanto en el ambito nacional
como internacional [14]. Distintos acuerdos
convertidos en normativas y recomendaciones
han insistido en esta necesidad. En particular,
de especial importancia resulta la decision
marco 2009/905/JHA del Consejo de Europa
[15], del 30 de noviembre de 2009, que acuerda
la necesidad de establecer normas comunes
para los prestadores de servicios forenses, en lo
que respecta a datos personales tan delicados
como los perfiles de ADN y los datos
dactiloscopicos. En referencia a los perfiles
genéticos, se acuerda que los Estados
miembros tomaran las medidas necesarias para
garantizar la integridad de los perfiles de ADN
que se envien o se pongan a disposicion de los
demas Estados a efectos de comparacion.
Ademas, velaran por que dichas medidas se
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atengan a las normas internacionales (tales
como la norma EN ISO/IEC 17025),
estableciendo como fecha para este
cumplimiento el 30 de noviembre de 2013.

En Espafa, anualmente se publica por parte
de la CNUFADN un catalogo de laboratorios
forenses acreditados y que cumplen con los
acuerdos sobre acreditacion establecidos por la
propia Comision [14].

La validaciéon interna de los métodos de
ensayo empleados resulta una parte importante
del manual de calidad de un laboratorio ya que
permite un mejor conocimiento de las
peculiaridades y comportamiento de los
equipos, asi como el mejorar y solventar las
deficiencias de los métodos de trabajo. En
definitiva, ayuda a garantizar la calidad de los
resultados emitidos por el laboratorio. La norma
EN ISO/IEC 17025 contempla en su punto 5.4.5
aspectos relativos a la validacién de los métodos
de ensayo empleados por el laboratorio. En este
sentido, conviene sefalar que la validacion del
método empleado para interpretar y analizar
perfiles mezcla presenta suficientes
peculiaridades como para merecer una
validacién exhaustiva por parte del laboratorio
[10, 14].

La validacién resulta un elemento clave para
el laboratorio a la hora de tomar decisiones
sobre el perfil mezcla obtenido y en la posterior
emision de conclusiones sobre el mismo. Sin
embargo, no existe un unico modelo para llevar
a cabo la validacion de un método de analisis
[16, 17]. En este sentido, existen diversas
propuestas [18] que pueden ser validas. Cada
laboratorio debe realizar el disefio que mejor se
ajuste a sus particularidades, sin renunciar a su
efectividad.

Parece bastante extendido en la comunidad
forense [10, 14, 19] que la validacion interna de
perfiles mezcla debe contemplar al menos, el
establecimiento de algunos parametros que van
aresultar de gran utilidad a la hora de interpretar
este tipo de perfiles, entre ellos: umbral analitico,
umbral estocastico, umbral de stutter, asi como,
establecer un valor en relacion al equilibrio entre
alelos de marcadores heterocigotos. En

cualquier caso, debe considerarse que los
valores obtenidos para los distintos umbrales
deben actuar de manera orientativa, y nunca de
una forma tan restrictiva que imposibilite el
analisis de este tipo de perfiles genéticos.

3. NECESIDAD DE FORMACION Y
CUALIFICACION.

La complejidad en el analisis e interpretacion
de los perfiles mezcla a los que se han de
enfrentar los laboratorios de genética forense en
la casuistica diaria, hace necesario que su
personal encargado tenga las herramientas y la
formacién oportunas, que les capacite para ello.
De este modo, la existencia de guias y/o
recomendaciones minimas facilitaran su labor,
permitiéndoles, por tanto, la validacién interna
de los procedimientos que aplicaran, y en los
que basaran las conclusiones de sus
dictamenes. Con esta perspectiva, y las
limitaciones siempre implicitas en este tipo de
perfiles genéticos, desde la ISFG, sensible a
esta problematica, en el afio 2006 [1] publicé las
primeras recomendaciones para la
interpretacion de mezclas, haciendo una
revision de la bibliografia existente al respecto
[20-22; entre otros] y los acuerdo alcanzados por
Su comision.

Al afio siguiente, en una “carta al editor” [12],
esta misma sociedad instaba a que otros grupos
regionales o nacionales establecieran
recomendaciones adicionales en su propio
contexto. Con ello, en afos sucesivos, diversos
grupos cientificos fueron editando sus propias
recomendaciones o complementando las
directrices marcadas, teniendo en cuenta sus
peculiaridades regionales: en 2008, Inglaterra
[2]; en 2009, Alemania [3], Australia y Nueva
Zelanda[4]; y entre 2011y 2012, Holanda [6-7].

Dentro de este ambito, también destaca la
guia del grupo de trabajo de analisis de ADN del
FBI [19], asi como el articulo de Budowle y
colaboradores [23], como recomendaciones en
el contexto de EEUU. En el caso de Espafia, se
ha de subrayar las recientemente publicadas
recomendaciones de la CNUFADN [14], asi
como los criterios minimos recomendados por la
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Comision de Mezclas del GHEP-ISFG [10].

Junto a toda la literatura generada entorno a
este tema, y también dentro de la labor formativa
de los profesionales del campo de la genética
forense, a lo largo de los ultimos afios han ido
organizandose algunos ejercicios inter-
laboratorios y/o colaborativos. Su mision
fundamental, es la formacion, adquisicién de
destrezas y capacitacion de los analistas, asi
como, poner de manifiesto los problemas vy
limitaciones que presentan este tipo de perfiles
complejos. En este sentido, la institucién
norteamericana NIST (National Institute of
Standards and Technology) fue pionera con la
organizacion de los tres primeros ejercicios
inter-laboratorios sobre el “Estudio de Manchas
Mezcla” entre los afios 1997 y 2001 [18]. Sin
embargo, no fue hasta el 2005, cuando organiz6
el primer ejercicio sobre “Interpretacion de
Perfiles Mezcla” (MIX05). El siguiente y ultimo,
esta actualmente en desarrollo (MIX13). En esta
misma direccion, destacan los ejercicios
colaborativos que la Comisién de Mezcla del
GHEP-ISFG ha ido organizando afio tras afo
desde 2009 (GHEPMIX1, 2,3y 4)[10].

Dentro de este catalogo de ejercicios de
formacién y capacitaciéon, la Red Europea de
Genética Forense (EUROFORGEN, European
Forensic Genetics Network of Excellence),
financiada por el 7° Programa Marco de la Unién
Europea [24], organizé en el afio 2012 el
“Ejercicio colaborativo EUROFORGEN sobre
LRmix”, que se trata de un software para la
valoracion estadistica de perfiles mezcla
complejos [25-26]. Y uno de los ultimos
ejercicios colaborativos sobre la interpretacion
de perfiles mezcla, realizados durante el afio
2013, fue organizado por ENFSI [27].

Finalmente, y como complemento a las
guias, recomendaciones y ejercicios
colaborativos mencionados, en los ultimos afios
se han venido organizando diversas reuniones
cientificas en todo el mundo. En este sentido,
destaca la prolifica participacion en multitud de
conferencias del equipo investigador que dirige
J.M. Butler en el NIST, a muchas de cuyas
presentaciones se puede acceder libremente
desde la propia web del grupo [18]. Una de las

ultimas, tuvo lugar en abril del afio 2013, ala que
asistieron participantes de todo el mundo, de
forma on-line desde la web del NIST [9].

A nivel internacional, también hay que
destacar los congresos que organiza cada dos
afos la sociedad ISFG, y que en los dos ultimos
(Viena, 2011; Melbourne, 2013), de forma
paralela se han desarrollado workshops
monograficos en los que se ha tratado
intensamente el tema de las mezclas [28]. En
Europa, el “Paquete de Trabajo 5" (WP5) del
EUROFORGEN [24] esta dedicado a la
educacion, entrenamiento y desarrollo
profesional en genética forense. Desde el
mismo, en los ultimos afios, se han organizado
cursos de formacién sobre interpretaciéon de
perfiles mezcla, alguno en Espafia, y hay
prevision de que en el 2014 se organicen mas. Y
finalmente, a nivel nacional, se pueden sefialar
los workshops sobre perfiles mezclas
organizados por la Comision de Mezclas del
GHEP-ISFG, el primero, que tuvo lugar en
Barcelona en el 2011y, el tltimo, en Sevillaen el
2013, durante las jornadas anuales del GHEP-
ISFG[10].

4. HERRAMIENTAS EXISTENTES PARA EL
ANALISIS, INTERPRETACION Y
EVALUACION DE PERFILES MEZCLA
COMPLEJOS.

La evaluacion de perfiles mezcla puede ser
llevada a cabo mediante distintos tipos de
parametros estadisticos [1]: el calculo del LR
(Likelihood Ratio o coeficiente de verosimilitud),
del RMNE (Random Man Not Excluded o
probabilidad de inclusién) o del RMP (Random
Match Probability o probabilidad de coincidencia
al azar). El LR esta basado en el Teorema de
Bayes, y representa la proporciéon de dos
probabilidades del mismo evento bajo hipotesis
mutuamente excluyentes. Normalmente, el
numerador contempla la hipotesis de la
acusacion, mientras que el denominador
expresa la de la defensa. Por otro lado, el RMNE
busca determinar la fraccién de la poblacién que
seria excluida cdmo contribuyente del perfil
mezcla. Y finalmente, el RMP es la probabilidad
de seleccionar al azar un individuo no
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relacionado de la poblacion, que pudiera ser un
contribuyente potencial al perfil mezcla
encontrado en la evidencia. Cada una de estas
aproximaciones tiene una serie de ventajas e
inconvenientes, que las hacen mas o menos
idéneas [29-30]. De manera resumida, se puede
decir que la aproximacion del LR es mas
compleja de exponer ante el Tribunal, y su
calculo estadistico es mas complicado. Sin
embargo, como ventaja, se puede destacar que
no se pierde informacién sobre la composicion
genética de la mezcla (como si se podria
entender que ocurre con el RMNE). Ademas,
puede ser usado en situaciones de escasa
cantidad de ADN, en que puede perderse parte
del perfil genético de uno de los contribuyentes.
Este hecho no esta contemplado ni en el RMNE
ni en el RMP y, puede darse con frecuencia en
perfiles mezcla. Mientras que la SWGDAM [19]
no manifiesta especial preferencia por el uso de
una aproximacion u otra, desde la ISFG se
recomienda el uso del LR en la interpretacion de
perfiles mezcla[1].

Independientemente del parametro que se
use para la interpretacion, se requiere llevar a
cabo un calculo estadistico que, en ocasiones,
se vuelve mas complejo debido a la
problematica intrinseca que presentan los
perfiles mezcla. Es por ello, que el desarrollo de
softwar que lleve a cabo esta tarea, es de
especial importancia para facilitar el trabajo del
analista. Hoy en dia, existen una gran variedad
de programas informaticos disponibles [18,28].
Algunos de ellos provienen de iniciativas
privadas (p.ej. DNAVIEW de C. Brenner,
GeneMapper ID-X de Life Technologies,
Investigator IDproof Mixture de Qiagen o
Geneproof Mixture de Qualitype) o son de
acceso libre (p.ej. forensim o DNAMIX). Las
ultimas recomendaciones de la ISFG [31] hacen
una mencién especial al paquete informatico
forensim (acceso libre) [25-26,30], el cual se
encuentra en plena fase de validacion por la
comunidad forense. Como parte de la misma,
desde el EUROFORGEN se organiz6 el
ejercicio colaborativo sobre el LRmix (médulo
del paquete forensim) vy, el ultimo ejercicio del
ENFSI (2013), que también contempla Ila
posibilidad de su uso. Es por ello que se hara
una alusion especial a este software.

El paquete forensim ha sido desarrollado
basandose en el software R (lenguaje de
programacion para analisis estadistico y grafico,
de acceso libre), que presenta
fundamentalmente dos tipos de utilidades:

- Herramientas de simulacion: que permiten la
generacion de datos genéticos virtuales
(frecuencias poblacionales, genotipos
unicos, perfiles mezclas), que normalmente
se usan en la casuistica forense, y que, a su
vez, permitirian validar los meétodos
estadisticos usados para la valoracion de
perfiles mezcla. Para el laboratorio de
genética forense, el uso de simuladores
supone un ahorro de tiempo y material
respecto al uso de muestras reales.

- Herramientas de interpretacion de perfiles
genéticos: donde se incluiria el modulo
LRmix, que permite el célculo del LR en
perfiles mezclas complejos, considerando
distintas variables: numero de
contribuyentes, escasa cantidad de ADN,
degradacion de alguno de los componentes
de la mezcla y presencia de contaminacién
genética.

Aunque las herramientas informaticas son
muy utiles, nunca se debe olvidar que el analista
tiene la ultima palabra y, para una acertada
interpretacion y un planteamiento méas correcto
de las hipotesis de trabajo, es necesaria la
comunicacion entre el laboratorio y los otros
profesionales implicados de alguna manera en
la investigacion judicial (jueces, médicos
forenses, policia judicial).

Por ultimo, cabe mencionar que, al referirse a
perfiles mezcla, se ha hecho en relacién al
estudio de marcadores de cromosomas
autosomicos. Sin embargo, es muy habitual,
especialmente en casos de agresion sexual, que
no se pueda separar la fraccion de células
procedentes de la victima de la fraccién celular
que aporta el agresor. En estas circunstancias,
se hace necesario el estudio de marcadores
genéticos de origen masculino localizados en el
cromosoma Y. Dichos marcadores presentan la
peculiaridad de heredarse en bloque (haplotipo)
de padres a hijos. Debido a esta circunstancia, la
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interpretacion de perfiles mezcla de dos o mas
varones para este tipo de marcadores, se hace
mas compleja. Sin embargo, segun algunos
autores [32-33], su valoracion también puede
ser abordada mediante la aproximacioén
estadistica del LR. En este sentido, existen
igualmente a disposicién del analista
herramientas informaticas que permiten la
valoracion estadistica de perfiles mezcla de
marcadores genéticos de cromosoma Y [34],
aunque su uso, todavia se encuentra en
discusion en la comunidad forense.

5.NOTAFINAL.

La genética forense es una de las disciplinas
cientificas que ha alcanzado una mayor
estandarizacion. Sin embargo, el analisis,
interpretacion y evaluacion de perfiles mezcla
complejos aun sigue siendo un tema de debate
permanente en la comunidad cientifica.
Determinados perfiles constituidos por una
mezcla de ADN pueden generar la expresion de
opiniones opuestas al ser analizados por
distintos especialistas [11]. Esta situacion puede
llegar a tener una especial trascendencia en el
proceso judicial, pudiendo incluso generar
ciertas dudas sobre la fiabilidad de la prueba. La
futura incorporacién de herramientas
bioinformaticas eficaces y validadas, resulta
absolutamente clave en el objetivo de conseguir
una estandarizacién en esta materia. Hasta que
llegue ese momento, consideramos que los
laboratorios que aborden el estudio de este tipo
de muestras deberian al menos contemplar:

- Una validacién interna de los métodos
empleados para llevar a cabo el andlisis de
perfiles mezcla de ADN, de acuerdo con lo
establecidoenlanorma EN ISO/IEC 17025.

- Una adecuada cualificacion del personal
implicado en el analisis de este tipo de
analisis, lo que supone un conocimiento de
los equipos, métodos y softwares implicados
en las distintas fases del analisis.

- Una comunicacion con otros profesionales
del proceso judicial, que ayudaran sin duda a
la eleccién de las muestras mas adecuadas

y, a recopilar datos que puedan ser
importantes de cara a la propia valoracién
final del perfil mezcla.
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PROBLEMATICA ASOCIADA AL ANALISIS Y VALORACION DE
MARCADORES STR AUTOSOMICOS Y STR DEL CROMOSOMA Y

EN TRES CASOS DE AGRESION SEXUAL.

ASSOCIATED PROBLEMATIC TO ANALYSIS AND VALUATION OF
AUTOSOMAL STR MARKERS AND STR OF Y CHROMOSOME IN THREE
CASES OF SEXUALASSAULT.

ALBARRAN HERRERAC', FERNANDEZ DE SIMON L.

RESUMEN:

En el presente trabajo se analizan los principales problemas asociados al analisis de muestras con baja cantidad y/o calidad de
ADN como son el aumento de ciertos efectos estocasticos durante la amplificacién (pérdidas/ganancias alélicas, aumento de
artefactos de la amplificacion,...) asi como el aumento en la sensibilidad de la técnica y por tanto la posibilidad de detectar
contaminaciones, lo que debe hacernos reflexionar sobre las precauciones que debemos tomar a la hora de evaluar este tipo de
resultados y de muestras. Se presentan tres casos de agresiones sexuales de nuestro laboratorio que intentan ilustrar parte de
la problematica referida. El primero se trata de una agresion sexual en la que se produce una contaminacion durante la toma de
muestras, el segundo es un caso de abusos sexuales por posibles tocamientos a una menory el tercero es una agresion sexual
en la que se detecta una posible transferencia secundaria.

PALABRAS CLAVE: muestras con bajo contenido de ADN, trazas de ADN, efectos estocasticos en la amplificacion,
contaminacion, transferencia secundaria.

ABSTRACT:

The study of low DNA level samples and the specific problems related to its study is analyzed in this review. The main problems
associated with the analysis of these samples are the increase of certain stochastic effects during amplification (allelic drop-out,
allelicdrop-in, increased amplification artifacts,...) associated with the increasing technical sensitivity, and therefore the ability to
detect contamination. Considering these problems, we review herein precautions we should take when evaluating such results
and samples. Three sexual assault cases in our laboratory are intended to illustrate part of the problem referred. The firstis a
sexual assault in which contamination occurs during sample collection, the second is a sexual abuse by touching a child and the
third is the occurrence of a possible secondary transfer.

KEY WORDS: LT-DNA: trace DNA, stochastic amplifications effect, contamination, secondary transfer.

CONTACTO: Cristina Albarran Herrera. Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses. Departamento de Madrid.
Servicio de Biologia. José Echegaray, 4. 28232 LAS ROZAS-MADRID. Spain. E-mail: cristina.albarran@justicia.es.

1.INTRODUCCION. Desde pequeias manchas de semen, sangre o
saliva hasta objetos tocados, zonas del cuerpo

En la actualidad, los avances producidos en de la victima que han estado en contacto con el

el campo de la genética forense permiten la sospechoso, huellas dactilares, ropas u objetos
obtencion de perfiles genéticos a partir de una lavados, ropas usadas, pelos, huesos y dientes
gran variedad de muestras, incluso aquellas antiguos y muestras bioldgicas con mezclas
que son criticas, ya sea por escasa cantidad de muy desequilibradas en las que uno de los
ADN (apenas unas células) o por baja calidad componentes esta en una proporcion limite
de ADN (muestras degradadas o con presencia respecto al componente mayoritario (siendo a
de sustancias inhibidoras de la amplificacion). menudo este componente minoritario el que

1 Facultativo. Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses. Dpto de Madrid. Servicio de Biologia.
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interesa analizar).

Para referirse a estas muestras limites se
emplean diversos términos en genética forense.
Unos aluden a las técnicas de alta sensibilidad
empleadas para su analisis y las definen como
"muestras con bajo numero de copias” (LCN-
Low Copy Number) [1] o como el “andlisis de
ADN de baja cantidad y calidad” (DNALQQ),
otros, como “muestras de las que se extrae de
100 pg a 200 pg de ADN molde” para la
amplificacion. Y por ultimo, los que las definen
de forma mas amplia como “muestras con bajo
templado de ADN” (LTDNA-Low Template DNA)
0 “muestras con bajo nivel de ADN” (LDL-Low
DNA Level) para referirse a aquellas muestras
en las que, en base a los resultados de
validacion interna de cada laboratorio, a partir
de una cantidad y/o calidad de ADN critica se
obtiene un resultado de tipaje, usando a
menudo unas condiciones de alta sensibilidad,
que han demostrado incrementan los efectos
estocasticos [2y 3].

Los principales eventos a tener en cuenta en
el analisis de estas muestras (que se
contraponen a las muestras con cantidades
estandar de ADN), y que pueden modificar
sustancialmente la valoracion e interpretacion
delosresultados, son los siguientes:

a) Aumento de diversos fendmenos
estocasticos que se producen durante los
primeros ciclos de la amplificacion como
consecuencia del bajo niumero de copias de
ADN amplificable presentes en la muestra.
Ademas, el andlisis en condiciones de alta
sensibilidad de estas muestras frente a las
condiciones estandar (aumento del nimero
de ciclos de amplificacién, concentracion y
purificacion de los productos amplificados,
disminucion del volumen de amplificaciéon
y/o cambio en las condiciones
electroforéticas de inyeccion) también
produce un incremento de los artefactos de
la amplificacién. Los principales efectos
estocasticos son:

1. Pérdidas alélicas (allele drop-out o locus-
drop-out). Como consecuencia de la baja
cantidad de ADN molde en la PCR se

b)

produce una amplificacion preferencial
de uno de los dos alelos de los loci
heterocigotos hasta el punto de no
detectarse uno de ellos. De no detectarse
ninguno (tanto en heterocigotos como en
homocigotos) también puede producirse
un aumento del desequilibrio entre los
alelos de un heterocigoto.

2. Incremento en el porcentaje de las
bandas de repeticion (o bandas sttuter)
que puede dar lugar incluso a falsos
alelos (allele drop-in).

Para minimizar los posible errores de
tipaje debidos a estos efectos estocasticos
unos autores recomiendan replicar el
resultado obtenido en varias amplificaciones
independientes (alrededor de 3 6 4) y
obtener un perfil consenso de estas réplicas
en el que se informa de aquellos alelos que
se replican al menos dos veces (the
biological model [4]). Si se dispone de una
muestra indubitada para cotejar y se obtiene
una compatibilidad entre la muestra
dubitada y la muestra de referencia, otros
autores proponen incorporar al céalculo del
indice de verosimilitud todos los resultados
obtenidos en las réplicas e introducir
probabilidades de drop-out y de drop-in en
los célculos bioestadisticos (the statistical
model [5]).

La contaminacién. Como consecuenciade la
baja cantidad de ADN presente en la
muestra y del andlisis de alta sensibilidad
empleado, se incrementa la posibilidad de
detectar “ADN exdgeno” que nada tiene que
ver con el ADN que se buscay que ha podido
ser depositado en la muestra en cualquier
fase del proceso: antes o durante los hechos
investigados, durante la toma de muestras,
en el transporte o durante la manipulacién en
el laboratorio (transferencias primarias y
transferencias secundarias [6, 7 y 8]). La
contaminacion, que se caracteriza por serun
fendmeno esporadico, erratico y aleatorio,
siempre puede producirse lo que ocurre es
que cuando las cantidades de ADN son
estandar es menos probable su deteccion y
suele quedar enmascarada.
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Recientemente, el llamado caso del
Fantasma de Heilbronn, en el que se detecta un
mismo perfil genético de mujer en 40 casos
aparentemente inconexos entre si y repartidos
por diferentes areas geograficas en Alemania,
Austria y Francia desde 1993 a 2009 [9], ha
puesto de manifiesto que se puede producir una
contaminacion durante el proceso de
fabricacion de los materiales utilizados por los
laboratorios, por parte del personal que trabaja
en las fabricas lo que ha dado lugar a que los
grupos ENFSI (Red Europea de Institutos de
Ciencias Forenses), SWGDAM (Grupo de
trabajo americano sobre métodos de andlisis de
ADN) y BSAG (Grupo asesor especialista en
Biologia de Australia) recomienden de forma
conjunta una serie de protocolos a los
fabricantes para minimizar en lo posible el
riesgo de una contaminacién durante el proceso
de fabricacion de estos consumibles [10].

A continuacién se presentan tres casos
practicos de nuestro laboratorio que ilustran
parte de la problematica referida.

2. ANALISIS, RESULTADOS Y VALORACION
EN TRES CASOS DE AGRESION SEXUAL.

A) CASO 1. UNA CONTAMINACION DURAN-
TELATOMADE MUESTRAS.

1. Antecedentes del caso (escrito del
Médico Forense solicitante): Mujer de 36
afos que refiere una agresion sexual por parte
de su ex pareja con penetracion y eyaculacion
vaginal. La victima se lava tras los hechos.
También refiere relaciones préximas a la
agresion con su pareja actual (sin especificar
fecha). El tiempo transcurrido entre los
presuntos hechos y la toma de muestras es
aproximadamente de 37 horas.

2. Muestras enviadas: Dos hisopos con toma
vaginal, una muestra indubitada de la victima,
una muestra indubitada de la pareja actual de la
victima y una muestra indubitada del
sospechoso (ex pareja de la victima).

3. Analisis realizados: La investigacion de
restos de semen en las tomas vaginales da un
resultado positivo para el test de la fosfatasa
acida y para la investigacion del antigeno
especifico de prostata (PSA o proteina p30)
pero no se visualizan espermatozoides. Parano
seguir agotando las muestras en la
visualizacién microscépica se decide realizar
una extraccion de ADN mediante la lisis
diferencial. Este método permite realizar de
forma conjunta una visualizaciéon de
espermatozoides tras la primera lisis y una
extraccion de ADN posterior, para determinar si
se obtiene un perfil genético de varon a partir de
las muestras analizadas.

La lisis diferencial se realiza mediante
digestion proteolitica con proteinasa K para
intentar separar el ADN proveniente de células
no espermaticas (primera fraccion de la lisis) de
los posibles espermatozoides, de los cuales se
extraeria el ADN mediante una segunda
digestion con proteinasa K y DTT (segunda
fraccion de la lisis). Ambas fracciones se
purifican mediante el meétodo estandar con
fenol-cloroformo y se concentran mediante
ultrafiltracion en columnas Amicon Ultra-30
(Millipore).

Tras la extraccion de ADN a partir de la dos
tomas vaginales de forma conjunta, los
extractos generados se cuantifican mediante
PCR a tiempo real utilizando el sistema
Quantifiler Duo (Applied Biosystems)
obteniéndose los resultados que se recogen en
la tabla 1. Se recurre al analisis de STR del
cromosoma Y para la deteccién del componente
minoritario de varén mediante PCR utilizando el
kit comercial AmpFISTR Yfiler (Applied
Biosystems). Los fragmentos generados son
separados en un secuenciador ABI 3130
(Applied Biosystems) mediante electroforesis
capilar en condiciones estandar y de alta
sensibilidad (purificacién de productos de PCR
y cambio en las condiciones de inyeccion
aumentando el tiempo y el voltaje) y los perfiles
editados mediante el programa Genemapper
(Applied Biosystems).
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MUESTRA CUANTIFICACION DE ADN (ng/pl) RESULTADOS TIPAJEADN

ADN total ADN de varon (marcadores STR cromosomay)
HISOPOS VAGINALES: 57.47 0.023 Mezcla de al menos 2 haplotipos de varén
Primera fraccion de lalisis
HISOPOS VAGINALES: 0.913 No detectado Sinresultados
Segundafraccion de lalisis

Tabla 1. Resultados de cuantificacion y de tipaje. Los resultados de cuantificacion son orientativos ya que el método de analisis

que se utiliza es un método semicuantitativo.

4. Resultados:

Tras la primera lisis no se visualizan
espermatozoides. A partir de la segunda fraccién
de la lisis no se detecta ADN de varén en la
cuantificacion de ADN humano y ademas no se
obtienen resultados en el andlisis de STR
especificos del Cromosoma Y. Estos resultados
son compatibles con los obtenidos en los
analisis de investigacion de esperma.

A partir de la primera fraccion de la lisis
(donde se extrae el ADN proveniente de células
no espermaticas) se detectan trazas de ADN de
varén en el limite de sensibilidad de la técnica y
con una gran desproporcion respecto al ADN

total, por lo que el analisis mas aconsejable para
la deteccion del componente minoritario de
varén es el analisis de STR especificos del
Cromosoma Y. En dicho analisis se obtiene un
perfil genético mezcla que indica la presencia de
restos celulares de al menos dos varones ya que
para la mayoria de los marcadores analizados
se detectan dos alelos (Figura 1). El haplotipo de
la pareja actual de la victima es compatible con
dicha mezcla no asi el haplotipo del sospechoso,
excluyéndose por tanto la presencia de restos
celulares de la ex pareja de la victima en la
muestra analizada y apareciendo restos
celulares de un varén desconocido.

A la vista de los resultados genéticos
obtenidos y en el contexto de la muestra, ya que
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Figura 1. Perfil genético mezcla para STR del Cromosoma Y obtenido a partir de la primera fraccion de la lisis de las tomas
vaginales (se ha eliminado la nomenclatura de los alelos por razones de confidencialidad). El resultado de tipaje fue replicado
en tres amplificaciones independientes y el haplotipo del varén desconocido se comparé con todos los haplotipos de la base de
datos de eliminacion de los varones del laboratorio no obteniéndose ninguna coincidencia.
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se trata de una muestra con cantidades limites
de ADN de var6n y ademas en la que el
haplotipo de varén desconocido se detectaenla
fraccion de ADN procedente de células no
espermaticas, se decide investigar la toma de
muestras para descartar una posible
contaminacién. Se comprueba que la persona
que realizé la toma de muestras durante el
reconocimiento ginecoldgico es un varén y
ademas no habia utilizado mascarilla como
método de proteccion por lo que se le solicita
una muestra indubitada a lo cual accede
voluntariamente para descartar o no la hipotesis
de la contaminacién. Tras la obtencién del
haplotipo de dicho varén se confirma una
compatibilidad total con el haplotipo
denominado “varén desconocido” detectado en
las tomas vaginales.

5. Comentarios. Los laboratorios de genética
forense adoptan una serie de medidas para
evitar una posible contaminaciéon durante los
andlisis (normas de calidad ISO 17025), aun asi
se ha observado que de forma esporadica
algunas muestras se contaminan con ADN del
personal del laboratorio, contaminacién ésta
que es facil de trazar porque los perfiles
genéticos generados (sobre todo los anénimos)
son comparados sistematicamente con la base
de datos de eliminacién del personal del
laboratorio. Seria recomendable que de igual
manera existiera una base de datos an6nima de
eliminacion de todas las personas que
intervienen en la toma de muestras con fines de
identificacion genética (policia judicial, médicos
forenses, ginecdlogos,...), para poder descartar
posibles contaminaciones durante el proceso
de recogida de muestras.

B) CASO 2. POSIBLES TOCAMIENTOS AUNA
MENOR.

1. Antecedentes del caso (Informe Médico
Forense): Nifia de 10 afios nacida en Rusia y
adoptada, con antecedentes de retraso
madurativo y conducta de tricotiimania
(tendencia a arrancarse el cabello) en
tratamiento. Padres divorciados.

La madre refiere “tocamientos con dedo y pene
en genitales, gluteos y pecho” por parte del
padre adoptivo y de otra persona. En la
exploracion de las regiones genital y anal no se
observan lesiones de origen traumatico. No
conoce con exactitud la hora de la supuesta
agresion, aunque parece que pasaron menos
de 24 h desde la supuesta agresion a la toma.
Lavictima no se lavé antes del reconocimiento y
la braga aportada es la que llevaba puesta
cuando se produjeron los hechos.

2. Muestras enviadas: Dos hisopos con toma
vaginal, braga, una muestra indubitada del
padre adoptivo (varon de 42 afios) y una
muestra indubitada del padre bioldgico del
padre adoptivo (abuelo adoptivo) (varén de 71
anos).

3. Analisis realizados: La investigacion de
restos de semen en las tomas vaginales y en la
braga es negativa, por lo que se realiza una
extraccion de ADN de las tomas vaginales y de
la zona de la entrepierna de la braga
(diferenciando zona anterior y posterior),
mediante una lisis total consistente en una
digestién proteolitica con proteinasa Ky DTT y
posterior purificacion con fenol-cloroformo-
isoamilico y concentracién con columnas
Amicon Ultra-30 (Millipore).

Tras la extraccion de ADN los extractos
generados se cuantifican mediante PCR a
tiempo real utilizando el sistema Quantifiler Duo
(Applied Biosystems) obteniéndose los
resultados que se recogen en la tabla 2. Se
recurre al analisis de STR del cromosoma Y
para la deteccién del componente minoritario de
varén mediante PCR utilizando el kit comercial
AmpFISTR Yfiler (Applied Biosystems). Los
fragmentos generados son separados en un
secuenciador ABI 3130 (Applied Biosystems)
mediante electroforesis capilar en condiciones
estandar y de alta sensibilidad (purificacion de
productos de PCR y condiciones de inyeccion 5
Kv-15 m) y los perfiles editados mediante el
programa Genemapper (Applied Biosystems).
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MUESTRAS CUANTIFICACION DE ADN (ng/ul) RESULTADOS TIPAJEADN
ADN total ADN de varéon (marcadores STRcromosomaY)

Hisopo vaginal 1 197,71 No detectado Sinresultados

Hisopo vaginal 2 271,26 No detectado Sinresultados

Braga

(zona anterior entrepierna) 6,46 0,027 Haplotipo de varén

Braga

(zona posterior entrepierna)| 6,22 0,019 Haplotipo de varén

Tabla 2. Resultados de cuantificacion y de tipaje. Los resultados de cuantificacién son orientativos ya que el método de analisis

que se utiliza es un método semicuantitativo.

4. Resultados:

A partir de las tomas vaginales no se detecta
ADN de vardon en la cuantificacion de ADN
humano y no se obtienen resultados en el
analisis de STR especificos del CromosomaY.

A partir de las zonas anterior y posterior de la
entrepierna de la braga se detectan trazas de
ADN de varon en el limite de sensibilidad de la
técnica y con una gran desproporcién respecto

al componente de mujer, por lo que el analisis
mas aconsejable para la deteccién del
componente minoritario de varon es el analisis
de STR especificos del Cromosoma Y. En dicho
analisis se obtiene el mismo haplotipo en las
zonas analizadas en la braga (Figura 2), que
ademas, coincide con el haplotipo obtenido a
partir de las muestras indubitadas del padre
adoptivo y del abuelo adoptivo por via paterna.
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Figura 2. Haplotipo obtenido a partir de las dos zonas analizadas de la braga (se ha eliminado la nomenclatura de los alelos por

razones de confidencialidad).
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5. Comentarios.

En este caso, a la dificultad en la obtencion
de resultados a partir del componente
minoritario de vardn y que se ha resuelto
positivamente gracias al analisis de STR de
cromosoma Y, se une la dificultad de que los dos
varones implicados en la supuesta agresion son
padre e hijo y el andlisis de STR de cromosoma
Y no permite distinguir a dos varones que
comparten el mismo linaje paterno y por lo tanto
no podemos establecer de cual de los dos
individuos proceden los restos celulares
detectados o si proceden de los dos. No
obstante, el andlisis de nuevos marcadores de
cromosoma Y con una alta tasa de mutacion de
reciente validacion e incorporaciéon en nuevos
kits comerciales, a lo mejor podra ayudar en un
futuro a distinguir entre individuos que
compartan el mismo linaje paterno.

C) CASO 3. DETECCION DE UNA
TRANSFERENCIASECUNDARIA?

1. Antecedentes del caso (por conversacion
mantenida con el Juzgado): La victima, que se
dedica a la prostitucion, es recogida por una
pareja (hombre y mujer) en el vehiculo de éstos.
La victima refiere que el varon y ella pasan a la
parte trasera del coche y alli el vardn le roba el
movil, no le quiere pagar y finalmente la obliga a
mantener relaciones sexuales contra su
voluntad. La mujer acompanante no participa
sexualmente en los hechos relatados, en el
asiento del copiloto. EI hombre utiliza tres
preservativos e intenta la penetracion vaginal
pero no logra excitarse, finalmente se limpia con
un pafuelo de papel y tira todo por la ventanilla
del vehiculo. Con posterioridad el acusado niega
cualquier contacto sexual con la victima y “la
denunciante efectu6 un relato detallado de los
hechos persistiendo en su incriminacion y se
observan contradicciones en las declaraciones
de ambos imputados..., que impide cuestionar
la credibilidad de la victima”, por lo que se
acuerdala prueba biologica.

2. Muestras enviadas: tres preservativos y un
pafiuelo de papel recogidos con posterioridad
por la policia municipal del lugar donde

sucedieron los hechos y sefialados por la
victima. Una muestra indubitada de la victima y
una muestra indubitada del sospechoso.

3. Anilisis realizados: La investigacion de
restos de semen da un resultado negativo en los
tres preservativos y en el caso del pafiuelo
positivo para el test de la fosfatasa acida y para
la investigacion del antigeno especifico de
prostata (PSA o proteina p30) pero no se
visualizan espermatozoides.

Cada preservativo se procesa en el analisis
genético tomando tres muestras:

- EXTERIOR: toma de la parte exterior
mediante limpieza con un hisopo estéril
humedecido en agua estéril

- INTERIOR: toma de la parte interior

mediante limpieza con un hisopo estéril
humedecido en agua estéril

- RESERVORIO: se toma un fragmento de la
parte final del preservativo

Asimismo del pafiuelo de papel se toma una
muestra para el analisis genético.

La extraccion de ADN se realiza mediante
una lisis total consistente en una digestion
proteolitica con proteinasa K y DTT vy
purificacion mediante el método estandar con
fenol-cloroformo y se concentran mediante
ultrafiltracion en columnas Amicon Ultra-30
(Millipore).

Tras la extraccion de ADN los extractos
generados se cuantifican mediante PCR a
tiempo real utilizando el sistema Quantifiler Duo
(Applied Biosystems) obteniéndose los
resultados que se recogen en la tabla 3. Se
recurre al analisis tanto de STR autosémicos
como de STR del cromosoma Y especificos de
varon mediante PCR utilizando los Kkits
comerciales AmpFISTR Identifiler Plus y
AmpFISTR Yfiler (Applied Biosystems). Los
fragmentos generados son separados en un
secuenciador ABI 3130 (Applied Biosystems)
mediante electroforesis capilar en condiciones
estandar y los perfiles editados mediante el
programa Genemapper (Applied Biosystems).
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MUESTRAS CUANTIFICACION DE ADN (ng/ul) | RESULTADOS TIPAJE ADN RESULTADOS TIPAJE
ADN ADN total ADN de varén |STR autosémicos STR cromosoma Y
PRESERVATIVO 1 (EXTERIOR) 0.799 No detectado | Perfil de mujer compatible con la victima | No realizado
PRESERVATIVO 1 (INTERIOR) 2.52 0.098 Perfil de mujer desconocida No realizado
PRESERVATIVO 1 (RESERVORIO) | 12.01 0.332 No realizado Haplotipo de varén com-
patible con el sospechoso
PRESERVATIVO 2 (EXTERIOR) 3212 No detectado | No realizado No realizado
PRESERVATIVO 2 (INTERIOR) 1.57 No detectado | Perfil de mujer compatible con la victima | No realizado
PRESERVATIVO 2 (RESERVORIO) | 4.25 0.248 Mezcla de al menos 3 compatible con Haplotipo de varén
victima, sospechoso y mujer desconocida| compatible con el
sospechoso
PRESERVATIVO 3 (EXTERIOR) 0.1 No detectado  |No realizado No realizado
PRESERVATIVO 3 (INTERIOR) 1.50 0.068 Perfil de mujer desconocida No realizado
PRESERVATIVO 3 (RESERVORIO)| 11.29 0.66 Mezcla de al menos 3 compatible Haplotipo de varén
con victima, sospechoso y mujer compatible con el
desconocida sospechoso
PANUELO DE PAPEL 9.51 0.96 Mezcla de al menos 3 compatible Haplotipo de varén
con victima, sospechoso y mujer compatible con el
desconocida sospechoso

Tabla 3. Resultados de cuantificacion y de tipaje. Los resultados de cuantificacion son orientativos ya que el método de analisis

que se utiliza es un método semicuantitativo.

4. Resultados:

A partir del material recogido en los tres
preservativos analizados se han podido
individualizar para STR autosémicos dos
perfiles genéticos de mujer, uno que es
compatible con el perfil genético de la victima
(detectado en la zona exterior del Preservativo 1
y en la zona interior del preservativo 2) y otro
procedente de una MUJER DESCONOCIDA
(detectado en la zona interior del preservativo 1
y del preservativo 3). El perfil genético de mujer
desconocida es comparado con la base de datos
de eliminacién de personal del laboratorio no
detectandose ninguna coincidencia.

A partir del material recogido del reservorio
de dos de los preservativos para STR
autosémicos (2'y 3) y del pafiuelo de papel se ha
obtenido una mezcla de ADN procedente de al
menos tres personas, compatible con una
mezcla de restos celulares procedentes de LA
VICTIMA, del SOSPECHOSO y de la MUJER
DESCONOCIDA detectada en la zona interior
del preservativo 1y del preservativo 3 (Figura 3).

Ademas se confirma que, a partir del
reservorio de los tres preservativos y del
pafiuelo de papel, se detecta para marcadores
especificos del cromosoma Y, un unico perfil
genético (haplotipo) de varon coincidente con el
haplotipo del sospechoso.
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Figura 3. Perfil genético mezcla para 7 marcadores STR autosémicos obtenido a partir del reservorio del preservativo 2 (se ha
eliminado la nomenclatura de los alelos por razones de confidencialidad). Se incluye el marcador de sexo (amelogenina, AM)
donde se ha marcado con una flecha el fragmento del cromosoma Y presente en mucha menor proporcion que el fragmento
especifico del cromosoma X. Como puede verse en la figura, el perfil genético es compatible con una mezcla de al menos 3
personas ya que se detectan, en los marcadores mostrados, 6 alelos para un marcador (FGA)y cinco para otro (D21S11).

5. Comentarios.

Al no detectarse restos de semen en los
preservativos las posibilidades de detectar otras
contribuciones celulares aumentan. Los
resultados obtenidos podrian ser explicados
mediante un mecanismo de transferencia
secundaria. Una transferencia secundaria
ocurre cuando el ADN de una persona cambia
de la ubicacién original donde fue depositado y
es transferido a otra persona u otro objeto de tal
forma que no ha habido contacto fisico entre la
persona y la ubicacion final de su ADN. Un
posible escenario que explicaria los resultados
obtenidos es que el var6on mantuviera
previamente un contacto sexual con la mujer
acompanante imputada (u otra) la cual depositéd
restos celulares en el pene del varén que
posteriormente fueron trasferidos al
preservativo. Se solicitd una muestra indubitada
de laimputada para intentar corroborar o no esta
hipotesis pero la peticion fue denegada en base

a que “no habiendo mantenido ninguna de las
partes que la misma tomara parte en ningun acto
de naturaleza sexual” durante los hechos que se
investigan. La cantidad de ADN procedente de
esa mujer desconocida recuperada de las
muestras analizadas sugiere que el contacto
sexual con el sospechoso debié de ser reciente.
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ANALISIS DE RESTOS BIOLOGICOS DEPOSITADOS SOBRE
SUPERFICIES COMPLEJAS. EPITELIOS HUMANOS Y ELEMENTOS
BALISTICOS. ESTUDIO EXPERIMENTAL Y ANALISIS DE CASOS
REALES.

ANALYSIS OF BIOLOGICAL REMAINS LAID ON COMPLEX SURFACES.

HUMAN EPITHELIAAND BALLISTIC ELEMENTS. EXPERIMENTAL STUDYAND
ANALYSIS OF REAL CASES.

HOMBREIRO L".

RESUMEN:

La pérdida de células epiteliales en los humanos permite su deposito en diferentes superficies, siendo mayor el deposito
cuando media friccion o rozamiento intenso. En la practica forense, muchos delitos contra la vida o integridad fisica y muy
especialmente los delitos contra la integridad e indemnidad sexuales, incluyen algun tipo de forcejeo entre victimay agresor o
bien contacto corporal intenso. La busqueda de trazas epiteliales por contacto del agresor sobre los epitelios de las victimas
puede tener valor identificativo. Se presenta un estudio experimental y un caso practico real con resultados positivos. Existen
objetos o superficies de muy pequefio tamafio sobre los que el contacto del agresor ha sido escaso, tales como los cartuchos o
las balas. Se presenta un estudio experimental con resultado positivo de muestras low level DNA.

PALABRAS CLAVES: células epiteliales, microsatélites (STR), escena del crimen, vestigios biologicos, genética forense,
genotipado, muestras de escasa cantidad de ADN, estrangulamiento.

ABSTRACT:

Human epithelial cells settle in different surfaces, being major the warehouse when it happens intense friction. Many crimes
against the life or physical integrity and very specially the sexual attacks, include some type of struggle between victim and
aggressor or an intense body contact. The search of offender contact traces on the victim skin surfaces can have high statistical
value. One presents an experimental study and real casework with positive results. There exist objects or surfaces with very
small size like as the bullets. In this surfaces, the skin contact of the aggressor has been scant. One presents an experimental
study with a positive results.

KEY WORDS: contact traces, short tandem repeats (STR), crime scene, crime samples, DNAforensics, DNA typing, Low Level
DNAsamples (LLDNA), strangulation, skin contact.

CONTACTO: Luis Hombreiro Noriega. Laboratorio de ADN. Policia Cientifica. Jefatura Superior de Policia de Galicia. C/
Médico Devesa Nufiezn° 4, 15008 A Corufia. Email: acoruna.adn@policia.es . Teléfono: 981 166 460.

1.INTRODUCCION. se ha realizado el depoésito de los restos
biologicos. Las superficies de contacto no
Labusqueday recogida de trazas epiteliales siempre son Optimas, resultando en algunos
de contacto de la escena de los delitos esta casos muy compleja tanto la recogida de restos
condicionada por diferentes factores, el tiempo epiteliales, como su analitica, siendo frecuente
que media entre el depdsito por el donante y la la obtencién de electroferogramas de dificil
recogida de la muestra, el tiempo que media evaluacion[6,9].
entre esta recogida y su analisis, las
condiciones ambientales a las que estan Un caso muy complejo en su valoracion es
sometidas las muestras antes de su recogida y el del contacto corporal entre agresor y victima
los diferentes tipos de superficie sobre los que y la posible donacién de epiteliales entre ellos.

1 Inspector del Cuerpo Nacional de Policia. Biélogo. Jefe del Laboratorio Territorial de Biologia -ADN de la Brigada de Policia Cientifica-
Jefatura Superior de Policia de Galicia.
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Se han estudiado multiples casos de raspados
ungueales con éxito. Pero en casos en los que
no median erosiones, arafazos u otro tipo de
lesidon procedente del forcejeo propio entre
victima y agresor, podria ser importante
conocer si exclusivamente por el rozamiento
que se produce en una estrangulacién, en una
sujecion con fines de inmovilizar a la victima o
bien en actos libidinosos propios de los delitos
contra la libertad sexual, se pueden encontrar
restos biolégicos del agresor con valor
identificativo[1,2,3,4].

Otro tipo de dificultad puede ser cuando
superficie de depdsito de los restos biologicos
es muy reducida. En objetos de muy pequefio
tamano sobre los que el contacto o friccidén es
leve, puede ser complicada tanto la recogida de
muestra como la interpretacién de los
resultados, tratandose en casi la totalidad de
los casos de muestras Low Level DNA con
electroferogramas de compleja evaluacion vy
asignacion alélica [9].

En este trabajo se pretende evaluar el grado
de eficiencia analitica y poder de discriminacion
genética de restos bioldégicos sobre dos
superficies complejas, las balas o cartuchos y
la piel humana.

En el caso de los elementos balisticos hay
que tener en cuenta el mecanismo de
funcionamiento de un arma de fuego; la
introduccion en el cargador de las balas exige
una friccion o contacto intenso de las manos, en
concreto de los dedos, con los cartuchos. La
manipulacién de un arma al disparar en un caso
real puede realizarse observando medidas de
prevencion, tales como guantes, para evitar la
recogida de muestras lofoscépicas y bioldgicas
en la superficie externa del arma. Pero los
elementos balisticos han tenido que ser
introducidos en el cargador previamente a su
uso lesivo. Es por ello que aunque la superficie
de un arma aporte un resultado negativo en
cuanto a vestigios bioldgicos, los elementos
balisticos pueden y deben ser analizados, para
comprobar si sobre ellos pueden existir
depositos de células epiteliales con valor
identificativo. Se plantea un estudio bajo

condiciones experimentales de laboratorio con
cinco cartuchos introducidos en un cargador 48
horas antes de ser disparados. El uso y
manipulacion del arma fue realizada por
personal especializado de la Brigada de Policia
Cientifica de la Jefatura Superior de Policia de
Galicia, diferente al donante de restos que
manipul6 las vainas. La recogida de las vainas
y la toma de la muestra fue realizada por
personal especializado del Laboratorio de ADN
de la misma unidad cientifica, obviamente
distinto al donante, para evitar cualquier traza
de contaminacion o transferencia.

En el caso de los depodsitos sobre piel
humana se analizaron muestras mezcla de
varias parejas ‘hombre (agresor) — mujer
(victima)” en condiciones de laboratorio,
investigando la persistencia de trazas
biolégicas de contacto del primer donante
(agresor) sobre superficies epiteliales de un
segundo donante (victima. EI disefio
experimental se plante6 sobre la base de limitar
el numero de variables relacionadas, de tal
forma que solo el efecto del tiempo afectaba a
la recuperacion de ADN nuclear. Se plante¢ la
variable temporal entre el depésito de las
epiteliales sobre la superficie de adherenciay el
acto de recogida de las muestras, para
comprobar el limite en el que se produce la
pérdida de eficiencia analitica sobre las trazas
procedentes del donante agresor. Se
comparan las cantidades de ADN nuclear
obtenidas en estas muestras con las obtenidas
en las muestras de referencia o indubitadas de
los propios donantes agresor/victima , con el
objeto de evaluar los porcentajes de
contribucién genética en la mezcla de los
donantes y la correcta o incorrecta asignacion
alélica enlas muestras problema[7,8].

Se valoro la tipologia delictiva que incluye
contacto fisico entre el agresor y la victima, en
concreto se utilizé como método de trabajo en
condiciones experimentales de laboratorio la
simulacién de un estrangulamiento sobre los
brazos de la victima. La posibilidad de
comparacion con casos reales de agresion
sexual, con autores juzgados y con condenas
firmes, en los que la muestra epitelial de
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contacto se tomé en la cara interna de los
muslos de la victima, permite evaluar las
posibilidades reales de los restos biolégicos
sobre este tipo de superficies, completando el
estudio con las valoraciones estadisticas y
probabilisticas mediante el Indice de
Verosimilitud o Likelihood Ratio [5] y
considerando la variable temporal que puede
influir en la obtencion de un resultado con valor
identificativo o no.

2.OBJETIVOS.

Los objetivos del presente trabajo son
comprobar, bajo condiciones de laboratorio, si
el analisis de restos epiteliales sobre epitelios
humanos y elementos balisticos de muy
pequefio tamafo puede aportar un resultado
positivo con valor identificativo. En segundo
lugar, evaluar la importancia del factor temporal
que media entre el depoésito y la recogida de las
evidencias. En tercer lugar, presentar la
aplicacion real del estudio y las conclusiones en
casos reales. El analisis de los resultados
obtenidos a nivel experimental y en la
casuistica de trabajo real permitira a los
equipos forenses realizar una evaluacion mas
objetiva y eficiente de la posible recogida de
restos biologicos sobre determinadas
superficies que se presentan en este estudio y
cualesquiera otras que pudieran asemejarse
en condicionesy caracteristicas.

3.MATERIALY METODOS.

A) ESTUDIO SOBRE EPITELIOS HUMANOS
Y ELEMENTOS BALISTICOS.

El estudio sobre epitelios humanos consta
de dos partes, una experimental bajo
condiciones controladas de laboratorio en
cuatro parejas objeto de estudio y otra el
estudio de un caso real con contacto entre
agresor y victima, que se definen a
continuacion. El estudio sobre elementos
balisticos consta del andlisis de seis balas sin
disparar que fueron introducidas en un
cargador de pistola 48 horas antes de la toma

dela muestra.

1. Disefio experimental bajo condiciones de
laboratorio.

a) Superficies epiteliales humanas.

Se simula un estrangulamiento mediante el
agarre y friccion de las manos del donante A
(agresor) sobre el brazo del donante B (victima)
en cuatro parejas varon — hembra. A estas
muestras se afiaden las muestras indubitadas
de epitelio bucal del agresor y la victima. La
superficie de contacto es el epitelio plano
estratificado del brazo, en su mitad
aproximadamente entre el codo y la mufeca,
tanto en la cara anterior como en la posterior. La
friccion dur6 aproximadamente 1 minuto,
simulando el tiempo minimo de
estrangulamiento.

b) Superficies de elementos balisticos.

La superficie de contacto es una bala del
calibre nueve milimetros corto (9 mm C)
introducida en el cargador original de una
pistola semiautomatica de la marca STAR del
mismo calibre. La friccion sobre la bala al
introducirla en el cargador tuvo una duraciéon de
5segundos.

c) Muestras en epitelios humanos.

Se realizé la toma de muestra en
experimentos diferentes en los dos brazos
izquierdo y derecho en dos tiempos de control:
15 minutos (brazo izquierdo) y 60 minutos
(brazo derecho). El material utilizado en los
frotis de recogida de evidencias fueron
torundas de algodén estériles impregnadas en
agua Mili-Q autoclavada a 150 °C y guantes
estériles de un solo uso y el personal de
recogida de las evidencias fue diferente en los
casos de las cuatro parejas y en los dos
tiempos de control y a su vez diferente del que
realiz6 los analisis de extraccion, purificacién y
analisis de DNA, con el objeto de detectar
posibles contaminaciones de la muestra, dado
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que se tienen los datos de perfiles genéticos de
victimay agresor.

d) Muestras en elementos balisticos.

El material utilizado en los frotis de recogida
de evidencias fueron torundas de algodén
estériles impregnadas en agua Mili-Q
autoclavada a 150 °C y guantes estériles de un
solo uso y el personal de recogida de las
evidencias fue diferente al que realizé los
disparos y la recogida de las evidencias en la
galeria de tiro, y a su vez diferente del que
realiz6 la extraccion, purificacion y analisis de
DNA, con el objeto de detectar posibles
contaminaciones de la muestra, dado que se
tienen los datos de la persona que manipulé las
balas para introducirlas en el cargador.

e) Extraccion y Purificacion de ADN.

La preparacion de ADN para la extraccion se
realizé mediante la maceracion a 37°C durante
24 horas en buffer de extracciéon con dodecil
sulfato sédido (SDS), EDTA, TRIDNA base y
Cloruro Sodico (NaCl) mas la adicion de
proteinasa K. Posteriormente se realizd una
extraccion mediante separacion de fases con
Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico y un
purificado con columnas de purificacion Amicon
Ultra 100 (membrana de 100 Amstrong de
tamafo de poro) obteniendo volumenes finales
entre 80 y 150 microlitros.

f) Analisis de Datos de DNA.

Una vez cuantificado el ADN mediante PCR
Real Time y el kit Human Quantifiler de Life
Technologies — Applied Biosystems se realizd
amplificacion con el kit NGM-Selecta y el kit
Identifiler Plus de Life Technologies — Applied
Biosystems en un sistema termociclador
GeneAmp 9700 de la misma casa comercial.
Los 28 ciclos de replicacion contenian 2
microlitros del extracto original diluido para una
concentracion de 0.1 nanogramos/microlitro. El
uso de ambos kits permite establecer la

reproducibilidad de resultados en los mismos
marcadores.

Posteriormente se realizo la electroforesis
capilar con un parametro de 5 segundos de
inyeccion mediante un Analizador Genético
3130 de Life Technologies — Applied
Biosystems.

g) Analisis estadistico de Likelihood Ratio

(L.R.).

Para el analisis estadistico del indice de
verosimilitud de las mezclas forenses se utilizd
el software FAMILIAS, desarrollado por el
Instituto de Medicina Forense de Oslo
(Noruega), validado para el calculo de L.R. y
utilizado en la practica totalidad de Laboratorios
de Genética Forense a nivel mundial.

2. Casuisticareal.

a) Superficies.

Tras un caso real de agresion sexual en el
que medid contacto fisico entre agresor vy
victima se tomé un frotis de posibles trazas
biologicas de contacto en la cara interna de los
muslos de la victima. Dicha recogida se
practico por personal médico — forense durante
el estudio facultativo de la victima en
aproximadamente una hora y cuarenta y cinco
minutos después de la agresiéon. la toma de
muestra se realizd6 ~mediante el uso de
torundas de algodén y guantes estériles de un
solo uso.

b) Muestras.

Se dispuso de muestras indubitadas de
victima y sospechoso, consistentes en frotis de
epitelio bucal indubitado. De igual forma, se
dispuso de una muestra vaginal de la victima
con componente espermatico del agresor. El
material utilizado en la recogida de todas las
evidencias fueron torundas de algodén
estériles impregnadas en agua Mili-Q
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autoclavada a 150 °C y guantes estériles de un
solo uso y el personal de recogida de las
evidencias fue diferente del personal que
realizé los analisis.

c) Extracciény Purificacion de ADN.

La preparacion de ADN para la extraccion se
realizé mediante la maceracion a 37°C durante
24 horas en buffer de extracciéon con dodecil
sulfato sodido (SDS), EDTA, TRIDNA base vy
Cloruro Soédico (NaCl) mas la adicion de
Proteinasa K. Posteriormente se realizd una
extraccidon mediante separacion de fases con
Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico y un
purificado con columnas de purificacion Amicon
Ultra 100 (membrana de 100 Amstrong de
tamafio de poro) obteniendo volumenes finales
entre 80 y 150 microlitros.

En el caso de la muestra vaginal de la
victima, con componente espermatico, se
realizé una extraccion diferencial, consistente
en un segundo paso de macerado con el pellet
o precipitado de la centrifugacion del primer
macerado a 12.000 rpm durante 5 minutos. En
este segundo macerado se afadio al mismo
buffer de extraccién, proteinasa K y Ditiotreitiol
(DTT) como agente reductor para destruir los
puentes disulfuro de la cabeza espermatica.

d) Analisis de Datos de DNA.

Una vez cuantificado el ADN mediante PCR
Real Time y el kit Human Quantifiler de Life
Technologies — Applied Biosystems se realizd
amplificacion con el kit NGM-Selecta de Life
Technologies — Applied Biosystems en un
sistema termociclador GeneAmp 9700 de la
misma casa comercial. Los 28 ciclos de
replicacién contenian 2 microlitros del extracto
original diluido para una concentracion de 0.1
nanogramos/microlitro.

Posteriormente se realizd la electroforesis
capilar con un parametro de 5 segundos de
inyeccion mediante un Analizador Genético
3130 de Life Technologies — Applied

Biosystems.

e) Analisis estadistico de Likelihood Ratio

(L.R.).

Para el analisis estadistico del indice de
verosimilitud de las mezclas forenses se utilizé
el software FAMILIAS, desarrollado por el
Instituto de Medicina Forense de Oslo
(Noruega), validado para el célculo de L.R. y
utilizado en la practica totalidad de Laboratorios
de Genética Forense a nivel mundial. Se realizd
el calculo de la mezcla obtenida en la fraccion
diferencial diploide de la muestra con
componente espermatico asi como de la
mezcla obtenida de la muestra de trazas
epiteliales sobre la cara interna de los muslos
delavictima.

4. RESULTADOS.

A) RESTOS BIOLOGICOS DEPOSITADOS
SOBRE EPITELIOS HUMANOS.

En la tabla 1 se muestran los valores de
cuantificacion del disefio experimental y del
caso real en todas las muestras obtenidas.
Como se puede observar, los valores de
cuantificacién son correctos y esperados en el
caso de las muestras indubitadas, con una
buena concentracion de ADN derivada de una
alta eficiencia en la extraccion. Difiere en
relacion con las muestras dubitadas, con
valores mucho mas bajos, tratandose de trazas
epiteliales por contacto. En el caso real puede
observarse la comparacion entre los valores de
la mezcla de la victima procedente del lavado
vaginal tras la violacion y la muestra de trazas
epiteliales tomada sobre epitelios de las
piernas de la victima. El segundo caso real
presenta unos valores de cuantificacion
similares envaloresy en interpretacion.

En las Imagenes 1, 2 y 3 se muestran los
electroferogramas de algunos marcadores
autosdmicos, comparando el agresor de la
pareja A, su victima y la muestra mezcla de
epiteliales por contacto tomada a los 60
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EXPERIMENTAL CASEWORK
Muestra Valor Qf 157 Valor Qf 60° Muestra Valor Qf
Mezcla pareja A 0.0526 0.0377 Agresor 18.5
Mezcla pareja B 0.0887 0.0497 Victima 12.52
Mezcla pareja C 0.0751 0.0831 Mezcla 2n 0.207
vaginal
Mezcla pareja D 0.0846 0.0728 Mezcla 0.181
epitelios
Indubitada Agresor 17.3
A
Indubitada Victima 8.1
A
Indubitada Agresor 6.8
B
Indubitada Victima 71
B
Indubitada Agresor 8.14
(e}
Indubitada Victima 5.47
(e}
Indubitada Agresor 19.2
D
Indubitada Victima 26.5
D

Tabla 1. Se muestran los valores de cuantificacion de ADN en microgramos/microlitro.

minutos sobre el brazo de la victima. Se puede
observar como existe una mezcla con ambos
componentes indubitados, que actian como
contribuyentes de la muestra problema. En
muchos de los marcadores analizados se
puede observar que el perfil genético del
agresor es, como era de esperar, el
componente minoritario de la mezcla. En todo
caso, los valores de los alelos detectados se
encuentran por encima del limite de deteccion
estimado de 150 rfu. En la valoracién de los

fendmenos estocasticos que pueden ocurrir en
estos casos de mezclas podemos considerar el
marcador D21S11, en el que uno de los alelos
(31) correspondiente al donante agresor no es
detectado en el electroferograma. En los otros
tres marcadores se pueden observar mezclas
de los dos componentes indubitados,
apreciandose en los marcadores D8S1179 y
D7S820 un claro componente minoritario que
corresponde al donante agresorA.
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1. Resultados experimentales pareja A.
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Imagen 1: Electroferograma del agresor A.
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Imagen 2: Electroferograma de victima A.
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Imagen 3. Mezcla de perfiles genéticos (XY) de restos biolégicos sobre epitelios del brazo en pareja A.

En las Imagenes 4,5,6 y 7 se muestran los es evidente incluso visualmente la contribucion
electroferogramas de unos marcadores minoritaria del perfil del donante agresor en la
diferentes, comparando el agresor de la pareja mezcla de trazas biol6gicas por contacto. En la
B, su victima y la muestra mezcla de epiteliales comparativa de los datos obtenidos con el kit
por contacto tomada a los 60 minutos. Se identifiler plus y el kit NGMSelecta, puede
puede observar como existe una mezcla con observarse que en los dos marcadores
ambos componentes indubitados, que actuan coincidentes (D2S1338 y D16S539) en la linea

como contribuyentes de la muestra problema. de muestra los resultados son similares, si bien
Se comprueba que el componente minoritario en NGMSe no es sencillo distinguir los
de la mezcla coincide casi plenamente con el componentes mayoritario y minoritario, pero el
agresor, dato esperado por logica. En algunos resultado es claramente reprodu cible con dos
marcadores, tales como D3S1358 y D16S539, kits de amplificacion diferentes.
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2. Resultados experimentales pareja B.

L o —— Ul e L —" L — L ——
Al M 1 e Sl e ]
mn.
T
| |
Lt
E ,|'| | ,!, ﬁ | ,!II | ) |
] 1 i 7 T} i fizl Fo
Imagen 4. Electroferograma del agresor B.
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Imagen 5. Electroferograma de la victima B.
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Imagen 6. Mezcla de perfiles genéticos (XY) de restos biolégicos sobre epitelios del brazo en pareja B,
analizada con el kit Identifiler plus.
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Imagen 7. Mezcla de perfiles genéticos (XY) de restos biologicos sobre epitelios del brazo en pareja B, analizada

con el kit NGM-Se.

3. Resultados del casoreal.

EnlasImagenes 8,9, 10, 11y 12 se muestran
los electroferogramas de las muestras del caso
real, mostrando so6lo algunos marcadores,
comparando el perfil genético del sospechoso
de la agresion con el perfil genético de la victima,
con la mezcla de epiteliales por contacto tomada
en la cara interna de los muslos de la victima,
comparada con la mezcla de células diploides
obtenida del lavado vaginal de la victima, en la
que hay componente espermatico y también
comparado con la fraccidbn masculina de esta

ultima muestra obtenida por extraccién
diferencial de los componentes haploide y
diploide de la misma. Estas muestras, que
fueron tomadas casi dos horas después de la
comision del delito, aportan unos resultados
optimos en los electroferogramas, con un alto
valor identificativo. El estudio comparado de los
datos presentados permite afirmar que el mismo
perfil del sospechoso se repite en la fraccion
masculina del lavado vaginal de la victima y que
la mezcla originada por la victima y el
sospechoso se corresponderia fielmente con la
mezcla evidenciada en la fraccion diploide del
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lavado vaginal, asi como con la mezcla de mejores en la muestra de trazas epiteliales de
epiteliales sobre los muslos de la victima. contacto, lo que indica el alto poder de
Incluso los valores de unidades de fluorescencia discriminacion y eficiencia de este tipo de
e intensidad de la sefial electroforética son muestra.
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Imagen 8. Electroferograma de la muestra indubitada de la victima XX.
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Imagen 9. Electroferograma de la muestra indubitada del autor confeso y condenado XY.
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Imagen 10. Electroferograma de la fraccién masculina (haploide XY) obtenida por extraccion diferencial en el
lavado vaginal de la victima.
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Imagen 11. Electroferograma de la muestra de restos biolégicos tomada sobre el muslo de la victima. Se
observa una mezcla de perfiles genéticos XY.
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Imagen 12. Electroferograma de la muestra obtenida del lavado vaginal de la victima, XY.
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En la tabla 2 se muestran los valores del
indice de verosimilitud (Likelihood Ratio) de
todas las mezclas de trazas epiteliales del
disefio experimental y también de la mezcla de
epiteliales sobre epitelio de la victima del caso
real. Como se puede ver, los valores son del
orden de miles de billones o cientos de miles de
billones, lo que en una definicion estricta de la
L.R. significaria que es cientos de miles de

billones de veces mas probable que la mezclade
perfiles genéticos evidenciada en la muestra de
trazas epiteliales sobre epitelios haya sido
formada por la contribucién del perfil genético
del donante agresor conocido y del perfil
genético de la donante victima conocida que si
hubiese sido formada por la victima y otro perfil
escogido al azar en la poblacion.

MUESTRA LIKELIHOOD RATIO (L.R.)
MEZCLAA >265.000 billones
MEZCLAB >367 trillones
MEZCLAC >156.000 billones
MEZCLA D >3 trillones

MEZCLA CASO REAL

>300.000 billones

Tabla 2: Se muestran los valores de L.R. de las mezclas experimentales y del caso real.

B) RESTOS BIOLOGICQS DEPOSITADOS
SOBRE ELEMENTOS BALISTICOS.

De las seis muestras (balas) analizadas, la
que obtuvo el mayor nivel de cuantificaciéon
alcanzo el valor 0.0278 nanogramos/microlitro,
resultando un electroferograma de dificil
interpretacion, con intensidad de fluorescencia
muy baja, por debajo de los limites de
asignacion alélica en muchos marcadores. En

este caso, de tipo experimental, el donante era
conocido y los marcadores que se muestran en
la imagen 13 son coincidentes en las
asignaciones alélicas. El resultado aporta
muestras de muy bajo nivel de ADN vy dificil
interpretacién, pero que, en funcién de
diferentes factores, pueden y deben ser
analizadas para comprobar si los resultados son
o no significativos.
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Imagen 13. Electroferograma de restos biolégicos depositados sobre la superficie de una bala en

su introduccion en el cargador de una pistola.
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5. DISCUSION.

Los datos experimentales confirman que las
trazas epiteliales de contacto depositadas sobre
epitelios humanos son potencialmente una
fuente de ADN nuclear que puede ser recogida,
analizada y evaluada estadisticamente
aportando unos altos indices de discriminacion e
individualizacion. Este poder de discriminacion
permite la identificacion de perfiles genéticos de
agresores en caso de contacto fisico con el
cuerpo de una victima. En este trabajo no sélo se
ha trabajado con un disefio experimental de
laboratorio, recreando o simulando un
estrangulamiento y controlando factores
ambientales externos, sino que se ha realizado
una comparacion con muestras y resultados
pertenecientes a un caso real, en el que una
muestra de células epiteliales del agresor ha
sido transferida por contacto — friccion al propio
epitelio de la victima. La interpretacion de esta
mezcla en el caso real se ve apoyada no sélo por
la valoracion estadistica, sino porque es
plenamente coincidente con la mezcla obtenida
del lavado vaginal, lo que apoya aun mas la
efectividad de estas trazas epiteliales de
contacto. Los datos obtenidos al variar el factor
tiempo transcurrido desde el depédsito de las
epiteliales hasta la recogida de las mismas nos
indica que hasta las dos horas de intervalo
temporal el resultado del analisis de estas
muestras es positivo y con claro valor
identificativo. No se ha detectado ninguna
pérdida de intensidad electroforética en las
muestras epiteliales del caso real recogidas casi
dos horas después en relacion con las muestras
del disefio experimental recogidas a los 15
minutos y a los 60 minutos desde su deposito, 1o
que indica que el punto de inflexién parainiciar la
pérdida de eficiencia en el analisis de ADN
nuclear se encuentra por encima del limite de
dos horas. La pérdida de poder identificativo y
las dificultades de deteccion del componente
minoritario (agresor) deberia de ser evaluado
con intervalos mas amplios de tiempo y con un
numero muy superior de parejas y muestras. Las
valoraciones estadisticas de los cuatro casos
simulados del disefio experimental tienen un
valor del orden de miles de billones, lo que pone
de manifiesto su eficiencia analitica y su
importancia como evidencia forense en el

campo de la criminalistica, con un alto valor
identificativo. Si bien los fendmenos
estocasticos, pérdidas alélicas (drop out) o
inserciones alélicas (drop in por
contaminaciones) o las dificultades en la
consideracion de algun componente alélico
(stutters) son muy frecuentes cuando la
intensidad electrofética (cantidad de ADN) es
baja, los resultados con este tipo de muestras
epiteliales sobre epitelios han de ser
considerados como muy importantes en la
practica forense.

En el caso presentado de obtencién de
restos bioldgicos por contacto sobre superficies
de muy reducido tamafio y sobre las que se ha
efectuado una minima friccion o rozamiento, los
resultados indican que si se pueden detectar
estas trazas epiteliales por contacto, incluso
mediando tiempos altos (48 horas) entre el
deposito y la recogida. Aunque la asignacion
alélica final pueda ser compleja o incluso no
concluyente, no pueden dejar de considerarse
como muestras a recoger en la practica forense,
puesto que pueden aportar datos genéticos,
perfiles parciales o totales. No es comparable la
friccion efectuada en el caso de los
estrangulamientos o rozamientos por delitos
sexuales en las partes intimas de las victimas
con el minimo contacto realizado sobre los
elementos balisticos, lo que aporta un
significado e importancia aun mayor a esta
ultima tipologia de muestra. La obtencion de un
perfil con valor identificativo podria aportar datos
sobre quién introdujo esos elementos balisticos
en el cargador, aunque el autor del hecho haya
utilizado medidas de prevencién (guantes) en la
manipulacion del arma. La sensibilidad de las
técnicas empleadas es muy alta y debiera
considerare la realizacion de un estudio mucho
mas amplio tanto en nUmero de muestras como
en lavariacion de los factores temporales.
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RECOGIDA DE RESTOS EPITELIALES SOBRE DIFERENTES
SUPERFICIES. EFICIENCIA DE LA ANALITICA DE ADN EN CASOS

REALES.
COLLECTING CONTACT TRACES ON DIFFERENT SURFACES. ANALYTICAL
EFFICIENCY OF DNAIN REAL CASES.

HOMBREIROL".

RESUMEN:

La pérdida de células epiteliales en los humanos permite su depésito en diferentes superficies, siendo mayor el depdsito
cuando media friccion o rozamiento intenso. En las escenas de los delitos, estas trazas biologicas por contacto pueden tener
una eficiencia analitica con alto poder de discriminacion individual y pleno valor identificativo. Se presentan diez casos reales en
los que se muestra el resultado de estos restos biolodgicos en diferentes objetos y superficies, bajo condiciones ambientales y de
conservacion muy distintas en la casuistica criminal. Los tiempos de supervivencia de estos vestigios y la posibilidad de su
analisis son altamente variables y en todo caso, de gran dificultad. En muchos casos los andlisis reportan perfiles genéticos de
escasa cantidad de ADN, en los que son frecuentes los fenémenos estocasticos, que dificultan la interpretacion. La aplicacion
de estos ejemplos a la practica profesional permitira una mejor evaluacion preliminar de la recogida de evidencias en casos
criminales.

PALABRAS CLAVES: células epiteliales, microsatélites (STR), escena del crimen, vestigios biologicos, genética forense,
genotipado, muestras de escasa cantidad de ADN.

ABSTRACT:

Human epithelial cells settle in different surfaces, being major the warehouse when it happens intense friction. In the crime
scene, these biological contact traces can have an analytical efficiency with high power of individual discrimination and full
juridical value. They present ten caseworks which the results of these biological fingerprints in different objects and surfaces,
under very different environmental and conservation conditions in the criminal cases. In this trace evidences, the transfer and
survivability of human DNA s variable. Several cases are Low Level DNA samples, with an difficult and complicated evaluation.
In the forensic practice, this examples are important for will allow a profesional preliminary evaluation of the crime scene
evidences..

KEY WORDS: contact traces, short tandem repeats (STR), crime scene, crime samples, DNA forensics, DNAtyping, Low Level
DNAsamples (LLDNA).

CONTACTO: Luis Hombreiro Noriega. Laboratorio de ADN. Policia Cientifica. Jefatura Superior de Policia de Galicia. C/
Médico Devesa Nufiezn°4, 15008 A Corufia. Email: acoruna.adn@policia.es . Teléfono: 981 166 460.

1.INTRODUCCION. tejidos, fluidos o sustancias corporales de un
donante humano, sino también lo que se ha

A) LAS TRAZAS BIOLOGICAS POR denominado trazas biolégicas de contacto
CONTACTO. (—contact traces—) o células epiteliales de
descamacion de los diferentes epitelios planos

El altisimo poder de identificacion e estratificados que componen las superficies

individualizacién humana del ADN nuclear internas y externas de los humanos.

obtenido de las evidencias forenses ha sido

documentado y discutido en multiples estudios La superficie de la piel humana contiene
cientificos desde su primera aplicacion a un aproximadamente dos millones de células, de
caso criminal. El desarrollo de la sensibilidad de las cuales una media de 700 se desprenden o

las técnicas de analisis de la huella genética en descaman cada segundo. La vida media de este
los ultimos afios ha permitido no so6lo analizar tipo celular es de 36 horas aproximadamente.

1 Inspector del Cuerpo Nacional de Policia. Biélogo. Jefe del Laboratorio Territorial de Biologia -ADN de la Brigada de Policia Cientifica-
Jefatura Superior de Policia de Galicia.
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Este proceso de “pérdida” de células por un
humano puede provocar que el autor de un
crimen que ha durado aproximadamente tres
minutos, haya descamado unas 125.000
células, lo que permite obtener el perfil genético
que contienen y en su caso, identificar al
donante de las mismas.

Esta pérdida de células epiteliales también
tiene lugar en el interior de conductos corporales
(ej.- uretra), por lo que la busqueda de trazas
biolégicas por parte de los investigadores debe
de considerar también este punto en la
evaluacion previa del escenario de un delito.

El analisis y procesamiento de la escena de
un crimen por las unidades cientificas
especializadas ha de tener muy en cuenta la
busqueda y recogida de las trazas biol6gicas
—contact traces— o restos biologicos
depositados por contacto sobre diferentes
superficies. El acto de manipulacion de la
escena para recoger las evidencias biolégicas
puede tener incluso mas relevancia que la
propia analitica posterior de ADN de las
muestras en ellarecogidas.

El éxito en la recogida de las trazas
biolégicas es altamente variable, condicionado
por multiples factores entre los que destacan los
tiempos que median entre el depdsito de las
evidencias y su recogida, y entre ésta y el
analisis de ADN, las caracteristicas fisico-
fisiologicas del donante, la superficie a la que se
adhieren las células epiteliales y las condiciones
ambientales de exposicion de las muestras
previas a su recogida por las Unidades
encargadas de la Inspeccién. [1,2,3,4,5].

B) FACTORES QUE INFLUYEN EN LA

CASUISTICAREAL.

Los restos bioldgicos por contacto se suelen
producir por rozamiento de las distintas partes
corporales con prendas de ropa, efectos,
objetos e incluso otros epitelios. Pero varia
ampliamente la cantidad de células en pérdida o
descamacién epitelial entre humanos. Si
valoramos las diferencias fisiologicas entre los
individuos podriamos definir la existencia de

“buenos”y “malos” donantes, considerando que
los primeros son aquellos en los que un simple
roce de su piel deja suficiente ADN molde para
obtener su perfil genético, debido a su gran
pérdida de células epiteliales. Existen, por otro
lado, aquellos humanos que por las
caracteristicas fisioldgicas de su piel no
producen suficiente descamacion para obtener
su perfil a través de este indicio biologico o bien
se necesita mucho mas rozamiento para
obtener la misma cantidad de ADN molde que en
el caso de los buenos donantes. Este factor, si
bien condiciona el andlisis, resulta de dificil o
imposible prediccion en la casuistica forense
real, puesto que a priori es un valor desconocido
que incluso en un mismo donante puede ser
variable segun el estado fisiolégico (estados
alterados, sudoracion excesiva) en el que se
encuentre.

Es casiimposible que el autor de un delito no
deje restos epiteliales u otras evidencias
biologicas en el escenario del crimen. Aunque
éstos utilicen medidas preventivas del tipo
guantes, muchos de los elementos utilizados en
el acto delictivo han sido llevados a la escena del
delito por los propios autores, con su légica
manipulacion previa sin guantes. Incluso
delincuentes profesionales de bandas
organizadas que utilizan guantes en todos sus
actos y no los abandonan en el lugar, también
tienen contacto previo al acto criminal con
herramientas que si abandonan en el lugar de
los hechos (lanzas térmicas, cizallas, sierras
radiales, etc) por ser inviable su recuperacion.
Las células epiteliales no se depositan Unica y
exclusivamente durante el acto criminal, pueden
depositarse previamente (en efectos que el
delincuente posee antes del delito) o bien a
posteriori (en efectos que el delincuente sustrae
del escenario del delito o bien de la propia
victima). Esto implica de forma necesaria un
analisis del presunto autor, en caso de que
existiese algun detenido o imputado, y de los
efectos y ropas que porta, puesto que las trazas
por contacto de la/s victimas también pudieran
servestigios a buscar enlos mismos.

Los estudios experimentales sobre esta
materia concreta en genética forense han
buscado como objetivo la determinacién de la
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persistencia de los restos biolégicos de trazas
epiteliales de contacto a lo largo del tiempo,
manteniendo un control supervisor sobre
factores como medio ambiental externo y
tipologia de las distintas superficies de
adherencia, pudiendo concluir que, bajo
condiciones controladas el limite de eficiencia
en el analisis de este tipo de evidencias se
encuentra en torno alas seis semanas.

En la casuistica forense suele ser muy
compleja la recogida de restos epiteliales,
debido a la ausencia de control de factores
ambientales (en algunos casos incluso
desconocidos), las superficies de contacto no
siempre son Optimas, las condiciones
fisiolégicas del presunto autor/es totalmente
variables y desconocidas, pueden existir
manipulaciones previas al propio delito que
dificulten la valoracion final de los resultados de
ADN e incluso existiendo dichas trazas
biolégicas en determinados objetos y siendo
eficiente su analitica, pueden derivar en
interpretaciones complejas de resultados con
escaso nivel de ADN (Low Level DNA), con
frecuentes efectos estocasticos del tipo stutters
+, stutters -, drop in, drop out y otros artefactos
que dificultan la valoracion pericial. [9,10,11].

Otro factor que exige una importante
evaluacion por parte de los equipos forenses
encargados de la recogida de evidencias del
escenario de un delito es la contaminacién de las
muestras LLDNA por parte del propio personal
encargado de su recogida. Cualquier factor no
controlado y que sea potencialmente
contaminante, como el uso de material de
recogida o de proteccion no estéril o de varios
usos, asi como una metodologia de trabajo que
noincluyala prevenciény esterilizacion continua
de las herramientas de trabajo, pueden derivar
en la contaminacién de las evidencias y en la
visualizacion de componentes alélicos que no
correspondan a victima ni agresor, sino que
puedan provenir del componente humano que
ha realizado la recogida de los restos. Este
factor, si cabe en la casuistica forense es mas
importante de evaluar, puesto que ya existe de
por si una contaminacion ambiental no
controlada de la escena de un delito, por lo que
las unidades especializadas que realizan la

inspeccion y recogida de evidencias deben ser
extremadamente rigurosas en este factor.
[4,5,6,7].

C) REGULACION LEGAL Y REGIMEN
JURIDICOAPLICABLE.

El requisito para el analisis de ADN de una
muestra es que existan las disposiciones legales
que asi lo permitan. En el marco del derecho
procesal — penal espafiol y hasta la aprobacion
de laLey Organica 15/2003, no existia en todo el
Ordenamiento Juridico ninguna ley que de
forma expresa permitiese la realizacion de
pruebas genéticas con fines de identificacion
criminal.

A través de esta Ley se afiadieron dos
preceptos a la Ley de Enjuiciamiento Criminal,
en el articulo 326 se afade un tercer parrafoy a
su articulo 363 un segundo parrafo en los
siguientes términos: “b) cuando se pusiera de
manifiesto la existencia de huellas o vestigios
cuyo analisis bioldgico pudiera contribuir al
esclarecimiento del hecho investigado, el Juez
de Instruccion adoptara u ordenara a la Policia
Judicial o al médico forense que adopte las
medidas necesarias para que la recogida,
custodia y examen de aquellas muestras se
verifique en condiciones que garanticen su
autenticidad...”

Estos preceptos otorgaron cobertura legal a
la recogida de evidencias en la escena de los
delitos por parte de las unidades especializadas
de la policia y por los médicos forenses. Es
preciso entender esta modificacién de la Ley de
Enjuiciamiento Criminal como un mandato legal
a los encargados de realizar esta funcién. Es
obligacién de estas unidades especializadas la
recogida de vestigios que pudieran contribuir al
esclarecimiento de los delitos.

Posteriormente, la Ley Organica 10/2007 de
8 de octubre, en su Disposiciéon Adicional
Tercera, establece que “para la investigacion de
los delitos enumerados en...la policia judicial
procedera a la toma de muestras y fluidos del
sospechosos, detenido o imputado, asi como
del lugar del delito...”.
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2.OBJETIVOS.

El objetivo del presente trabajo es presentar
una revisién exhaustiva del poder de
identificacién genética de las trazas epiteliales
por contacto, sobre diferentes evidencias,
superficies y objetos muy comunes en la
casuistica forense. Se presentaran casos reales
de obtencion de perfiles genéticos con valor
identificativo con sentencias condenatorias
firmes, mostrando el efecto o evidencia asi como
los resultados obtenidos en el analisis genético,
considerando las diferentes problematicas. Se
muestran exclusivamente algunos marcadores
STRs que por si solos no identifican
estadisticamente a un humano y no se refieren
datos policiales o judiciales ni fotografias de los
propios efectos. Elanalisis de la obtencion de la
muestra, la superficie sobre la que se obtuvo, su
manipulacién y la valoracién de los resultados
genéticos obtenidos, permitiran a los equipos
forenses realizar una evaluacioén preliminar mas
objetiva y eficiente del escenario de un delito y
de los posibles puntos de recogida de vestigios
biolégicos.

3. EXPOSIQI()N DE CASOS. RESULTADOS Y
EVALUACION.

Se exponen diez asuntos reales que pueden
servir como ejemplo de casuistica muy
frecuente en varias tipologias delictivas.
Vehiculos, armas de fuego, armas blancas,
ropas, complementos, etc, suelen ser muy
habituales en las diferentes inspecciones
oculares de escenarios de delitos. Los efectos,
objetos y superficies sobre los que se obtiene
muestra pueden hacerse extensibles a otros de
igual naturaleza o similitud.

- L

A). CASO PRIMERO. MANDOS DE
VEHICULOS (PALANCADE CAMBIO).

En la practica es muy frecuente encontrarse
con vehiculos que han participado en el hecho
delictivo, bien como medio para su comisiéon
(traslado de cadaveres, personas o efectos) o
bien como lugar en si de comision del hecho
(agresiones sexuales, homicidios, delitos
patrimoniales, etc). Hay multiples elementos en
un vehiculo susceptibles de manipulacion, pero
las superficies obligadas en cuanto a manejo
son los mandos de conduccion: volante, palanca
de cambios y palanca de freno de mano. En este
ejemplo se muestra un caso de un vehiculo
como medio para la comision de un hecho
delictivo contra el Patrimonio. En el momento del
robo del vehiculo habian pasado 5 dias desde su
ultima utilizacién por la usuaria habitual del
mismo. La toma de muestra sobre la palanca de
cambio se realizé con medidas de prevencion
(mascarilla, guantes de un solo uso y torunda de
algodon estéril impregnada en agua destilada)
por personal especializado del Laboratorio
Territorial de Biologia — ADN de la Jefatura
Superior de Policia de Galicia. El resultado que
aporta el analisis de ADN es un perfil genético
Unico y claro de varon, en el que no se aprecia
ningun tipo de mezcla. La intensidad de la sefal
electroforética no hace pensar en muestras low
level DNA, por lo que los fendébmenos
estocasticos tipicos de ese tipo de muestras
tienen una incidencia menor. Es un perfil que
puede considerarse con un alto valor
identificativo sin problemas de evaluacion
(imagen 1). Tras la introduccién del perfil
genético hallado en las bases de datos de
referencia se identifico al autor que, en juicio
oral, reconocio6 el hechoy acept6 la sentencia de
conformidad.
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Imagen 1. Electroferograma de cinco marcadores STRs de ADN nuclear de diferente tamafio en pares de bases. En todos
ellos se aprecia heterocigosis clara con un alto nivel de unidades de fluorescencia y una lectura de resultados sencilla.
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B) CASO SEGUNDO. PRENDAS DE ROPA
(BOLSILLO DE PANTALON).

Las prendas de vestir y complementos son
probablemente las evidencias mas comunes en
todo tipo de delitos, pero sobre todo en los delitos
contra la vida y la integridad fisica, asi como en
delitos contra la integridad e indemnidad
sexuales. Las ropas, tanto de las victimas como
de los presuntos autores, son una fuente
importante de vestigios biolégicos de contacto.
La busqueda ha de centrarse en dos lineas: La
primera es sobre quién portaba la prenda, paralo
que son habituales frotis de restos biologicos en
las partes interiores de las prendas (cuellos,
pufios, axilas, cintura, entrepierna, pliegues, etc)
asi como en zonas exteriores de gran rozamiento
(tales como los bordes de los bolsillos de las
diferentes prendas de vestir) y la segunda es, en
caso de agresion, en torno a las posibles zonas

de rozamiento agresor-victima. En este ejemplo
se presenta un caso de un pantalén vaquero
hallado en el interior de un vehiculo, propiedad
de la victima de una tentativa de agresion sexual.
El agresor, en su huida, abandon6 entre otros
efectos este pantalon en una mochila. La
recogida de restos bioldgicos en los bordes de
los bolsillos aporté un perfil genético de varon,
con una lectura correcta y unos niveles de
fluorescencia altos, lo que indica una buena
cantidad y calidad de ADN en la muestra. Un
perfil Unico sin problemas de evaluacién con alto
valor identificativo (imagen 2). La toma de
muestra sobre el pantalébn se realiz6 con
medidas de prevencion (mascarilla, guantes de
un solo uso y torunda de algodon estéril
impregnada en agua destilada) por personal
especializado del Laboratorio Territorial de
Biologia—ADN de la Jefatura Superior de Policia
de Galicia.
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Imagen 2. Electroferograma de cinco marcadores STRs de ADN nuclear de diferente tamafio en pares de bases.
Uno de los marcadores presenta homocigosis y todos ellos una lectura de resultados sencilla

C) CASO TERCERO. PRENDAS DE ROPA Y
COMPLEMENTOS (GAFAS).

Es habitual hallar complementos de ropa o
adornos corporales (gafas, anillos, relojes,
pulseras, cadenas, pendientes, piercings, etc) en
los escenarios de delitos. En ocasiones, el propio
forcejeo agresor-victima provoca su rotura o
caida y pueden ser recogidos en la Inspeccion
Ocular por parte de los especialistas. Estos
complementos, tanto de las victimas como de los
presuntos autores, son una fuente importante de
vestigios biolégicos de contacto. En lo relativo a
los complementos o adornos corporales la
busqueda se centra fundamentalmente sobre el
individuo que portaba dicho objeto. En este
ejemplo se presenta un caso de unas gafas que
formaban parte de un disfraz empleado por un

delincuente que cometié delitos patrimoniales
violentos y también delitos contra la vida. El
disfraz en su conjunto fue abandonado por el
autor de los hechos y la recogida de restos
biolégicos en las patillas y zona central de apoyo
sobre la nariz de las gafas aportd6 un perfil
genético de varbén, con unos niveles de
fluorescencia bajos, aunque suficientes para la
asignacion alélica. En estos casos de baja sefial
electroforética es preciso un analisis riguroso,
sobre todo cuando no se trata de perfiles Unicos.
En algunos marcadores con baja sefial pueden
interpretarse como homocigotos por efectos
estocasticos sobre algun alelo. En el presente
caso tenemos marcadores homocigotos con
valor identificativo (imagen 3). La toma de
muestra sobre las gafas se realizé con medidas
de prevenciéon (mascarilla, guantes de un solo
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uso y torunda de algodon estéril impregnada en
agua destilada) por personal especializado del

Laboratorio Territorial de Biologia — ADN de la
Jefatura Superior de Policia de Galicia.
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Imagen 3. Electroferograma de marcadores STRs de ADN nuclear de diferente tamafio en pares de bases.
Se aprecia un escaso nivel electroforético, si bien es posible la asignacion alélica.

D) CASO CUARTO. ARMAS (ARMA DE
FUEGO).

En lo que se refiere a delitos contra la vida o
contra la integridad fisica, pueden hallarse en la
escena del delito armas blancas o de fuego real.
Un raspado o frotis en las zonas de
manipulacion de este tipo de objetos puede
aportar suficientes restos biolégicos como para
la obtencién de un perfil genético con valor
identificativo. En el presente caso se tomoé la
muestra de la empuiadura y cola del disparador

IEREE I Lo

de un revolver del calibre 38, recogido en la
practica de la inspeccidon ocular de la escena del
delito. El frotis se practicd en el Laboratorio
Territorial de Biologia — ADN de la Jefatura
Superior de Policia de Galicia por personal
especializado observando las medidas de
prevencion y esterilizacion protocolizadas. Se
obtuvo un perfil genético Unico de vardn con
unos niveles oOptimos de fluorescencia que
permiten una lectura correcta y con valor
identificativo del mismo (imagen 4y 5).
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Imagen 4 y 5. Marcadores

i)

STRs de ADN nuclear de diferente tamafio en pares de bases de un mismo

electroferograma, de lectura correcta sin problemas de evaluacion.
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E) CASO QUINTO.ARMAS (CUCHILLO).

Probablemente el tipo de arma mas habitual
en los delitos contra la integridad fisica y contra
la vida, las armas blancas. La busqueda de
vestigios epiteliales no debe centrarse
exclusivamente en las zonas de agarre, si bien
son las que frecuentemente contienen este tipo
de vestigios. Una vez obtenidos los resultados
suele ser muy habitual hallar mezclas de
diferentes tipos celulares (sangre de la victima 'y
epiteliales de contacto del agresor), puesto que
el dafo corporal causado a la victima puede
también depositar restos bioldgicos (sangre) no
sé6lo en la hoja 0 zona de agresion, sino también
en toda la superficie del objeto. En el presente
caso se tomé la muestra del mango de un
cuchillo con el que se procedi6 a descuartizar a
dos victimas, varén y mujer. El autor, confeso y
condenado en firme, era otro varon. El frotis
sobre el mango del cuchillo se practico en la
propia escena del delito por parte de

Biologia—ADN de la Jefatura Superior de Policia
de Galicia observando las medidas de
prevencion y esterilizacion protocolizadas. Se
obtuvo una mezcla de perfiles genéticos de
dificil evaluacion (imagen 6). Los niveles de
fluorescencia indican valores altamente
variables y desbalanceados de cantidad de ADN
en los diferentes marcadores. En el marcador
D21 existen algunos alelos de escasa intensidad
de fluorescencia que podrian provocar
problemas en la evaluacion pericial. En este tipo
de casos influye en gran medida que se
disponga de los perfiles de referencia que
podrian componer la mezcla, de cara a
considerar una posible compatibilidad. En caso
de ausencia de dichos perfiles, es decir, que no
se conozcan los posibles contribuyentes a la
mezcla, la evaluacién es si cabe mas compleja,
puesto que puede haber picos electroforéticos
(tales como el pico 27 del marcador D21S11)
cuya evaluacién como alelo o como drop-in u
otro efecto estocastico seria imposible de

especialistas del Laboratorio Territorial de realizar aprioristicamente.
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Imagen 6. Ejemplo de dos marcadores STRs de ADN nuclear de diferente tamafio en pares de bases

de un mismo electroferograma, de dificil evaluacion.

F) CASO SEXTO. OBJETOS (FREGONA).

Enlos casos enlos que el escenario del delito
sea un domicilio, es habitual hallar objetos de
uso domeéstico que pudieran haber sido
manipulados por el/los agresores (vasos,
bebidas, mandos a distancia de
electrodomésticos, objetos de limpieza, etc).
Estos objetos pueden ser una fuente de restos

biolégicos, exigiendo una evaluacion preliminar
sobre la escena del delito y la elaboracién de
hipotesis sobre la funcion de cada objeto, si la
tuviere. En lo que se refiere a este tipo de
evidencias es preciso tener en cuenta que
suelen tener depositos biolodgicos de los propios
moradores de la vivienda (victima/s), ademas
del presunto resto biolégico del agresor que
pudiese hallarse, por lo que casi en su totalidad
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nos encontraremos ante mezclas de perfiles
genéticos, con la probleméatica que conlleva en
su evaluacion. En este ejemplo se presenta un
caso de doble homicidio y descuartizamiento de
las dos victimas, hombre y mujer. El agresor,
después de cometer el crimen, limpié la escena
del delito con diversos productos de limpieza
utilizando, entre otros objetos, una fregona. El
palo de la fregona aparecia fracturado en su
zona intermedia (zona de presion en el uso).
Especialistas del Laboratorio Territorial de
Biologia -ADN de A Corufia tomaron un raspado-
frotis mediante hisopo de algodon estéril
impregnado en agua destilada, observando los
protocolos de asepsia. El resultado del analisis
de ADN en dicha muestra fue una mezcla de al

menos tres perfiles genéticos de muy dificil
evaluacion. La valoracion de estos perfiles
mezcla, aun disponiendo (como en el presente
caso) de los perfiles de referencia (victimas y
asesino), es extremadamente compleja, puesto
que suele haber componentes alélicos que se
encuentran en el umbral de deteccién o incluso
por debajo de éste, lo que puede provocar
efectos estocasticos de pérdida alélica, no
asignacién de picos electroforéticos que
pudieran ser alelos o asignacion de algunos
picos electroforéticos que pudieran no serlo
(imagen 7). Podria incluso, de ser la unica
evidencia genética en el caso de estudio, no ser
valida para la evaluacion estadistica del valor
identificativo.
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Imagen 7. Marcadores STRs de una mezcla de al menos tres perfiles genéticos en la que puede haber
problemas de evaluacion de algunas sefiales electroforéticas. En el marcador D8S1179 la sefial que
corresponde al 11 podria evaluarse como un stutter del alelo 12, dada la intensidad electroforética de éste.
Es preciso considerar los desbalances aparentes entre marcadores (por ejemplo la consideracion de stutter
el pico 11 del marcador D8S1179 vs consideracion de componente alélico el pico 28 del marcador D21S11)y
otros fenomenos que dificultan la evaluacion de la mezcla.

G) CASO SEPTIMO. OBJETOS (COLILLAS
ANTIGUAS).

Existen objetos (tales como colillas, boquillas
de botellas, vasos, copas, etc) de los que es
conocida su eficiencia como reservorios de
restos epiteliales. El presente caso muestra los
resultados del analisis de ADN de una colilla de
un caso de homicidio recogida 7 afios después
del hecho criminal. Bajo la hipétesis de la
investigacion, corroborada por el Tribunal en
sentencia firme, la escena del delito se mantuvo
ajena a interacciones humanas durante ese
tiempo. Se recogieron, entre otras evidencias,
varias colillas por especialistas guardando las

medidas de prevencién y de asepsia
protocolizadas, mostrando los resultados
obtenidos en una de ellas. Se puede apreciar un
perfil inico, con una escasa sefial electroforética
en algunos marcadores pero por encima del
umbral de deteccién y de evaluacion de los
componentes alélicos. La degradacion de ADN
en los marcadores de mayor numero de pares
de bases es légica si se considera el factor
temporal (imagen 8 e 9). Si las condiciones de
conservacion de la escena de un delito son
adecuadas, deben de considerarse todas las
posibles evidencias para la obtencion de restos
epiteliales, evitando la no recogida de vestigios
por una evaluacion errénea.
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Imagen 8. Marcadores STRs con resultados del analisis de colilla de 7 afios de antigliedad.
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Imagen 9. Marcadores STRs con resultados del analisis de un cigarro — puro de 7 afios de antigiedad. Puede
observarse que en los marcadores de mayor numero de pares de bases la sefial electroforética es muy débil, lo
que podria indicar una degradacion del material genético (factor temporal que afecta l6gicamente a los
marcadores de mayor tamafio) y que no permite emitir un dictamen con valor identificativo.

H) CASO OCTAVO. OBJETOS (CUERDA).

El estrangulamiento es, en la tipologia
criminal homicida, un método muy frecuente.
Los objetos o elementos parallevarlo a cabo son
multiples (cuerdas, cables, cinturones, etc). En
cualquiera de estos objetos pueden, a priori,
hallarse vestigios biolégicos por contacto que
pudieran tener valor identificativo. Es preciso
considerar, de forma previa a la toma de
muestra, cuales son las areas presumiblemente
de agarre y cudles las areas presumibles de
estrangulamiento de la victima. Este estudio
técnico es importante para separar las muestras
e intentar evitar en lo posible la existencia de
mezclas en los frotis realizados. En el presente
caso se muestra una cuerda utilizada para el

homicidio de una persona. Los extremos de la
cuerda, presumiblemente zonas de agarre del
agresor, fueron seleccionados para la
realizacion de sendos frotis mediante hisopos de
algodén estériles impregnados en agua
destilada, siendo realizados por especialistas
observando las medidas de prevencion y
asepsia. En los resultados puede comprobarse
la existencia de una mezcla de al menos dos
perfiles genéticos en la superficie analizada
(imagen 10). Como perfil de referencia se
dispone de la victima (imagen 11) y del detenido
por los hechos, autor confeso y condenado en
firme (imagen 12). La mezcla evidenciada es
compatible con la hipétesis de ambos perfiles de
referencia como contribuyentes.
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Imagen 10. Mezcla de al menos 2 perfiles genéticos. Evidencia en cuerda.
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Imagen 11. Perfil genético de referencia de victima.
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Imagen 12. Perfil genético de referencia de agresor.

Recogida de restos epiteliales sobre diferentes superficies. Eficiencia de la analitica de ADN en casos reales. HOMBREIRO L.

82



Boletin Galego de Medicina Legal e Forense n2. 20. Enero 2014.

I) CASO NOVENO. ADORNO CORPORAL
(PIERCING).

En lo relativo a adornos corporales tales
como anillos, pendientes, piercings, cadenas,
collares, pulseras, etc, en algunas ocasiones y
de forma totalmente casual, pueden encontrarse
en el escenario de un delito y en otros casos, con
motivo de un hecho delictivo violento en el que
media lucha o forcejeo entre victima y agresor,
pueden haber sido arrancados del agresor y
permanecen en el lugar a inspeccionar. Estos
complementos son una fuente importante de
vestigios biolégicos de contacto. En este
ejemplo se presenta el caso de un piercing
arrancado de la nariz del agresor por parte de la
victima en el curso de un delito sexual muy
violento. Es preciso tener en cuenta que, si la

victima ha manipulado también el efecto
(cuestion légica en los delitos en los que media
forcejeo o lucha), es probable que su perfil
genético sea un contribuyente de la mezcla a
priori esperada. La recogida de restos biolégicos
en toda la superficie del piercing fue realizada
por especialistas del Laboratorio de Biologia —
ADN de la Policia de A Corufia mediante hisopo
de algodoén estéril impregnado en agua
destilada, observando las medidas de
prevencion y asepsia, aportando un perfil
genético de vardn, con una lectura correcta y
unos niveles de fluorescencia altos, lo que indica
una buena cantidad y calidad de ADN en la
muestra. Un perfil Unico sin problemas de
evaluacion con alto valor identificativo (imagen
13).

70 140 210 280 350
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Imagen 13. Marcadores STRs en muestra tomada sobre superficie de piercing.

J) CASO DECIMO. ARMAS (MANGO DE
CUCHILLO).

Si bien es habitual evidenciar mezclas de
perfiles genéticos de tipo agresor + victima en
las armas blancas empleadas en delitos contra
la vida e integridad fisica, en ocasiones, si el
arma ha sido trasladada al lugar del crimen por el
propio agresor o es de su exclusiva propiedad y
uso, pueden hallarse perfiles Unicos. En el
presente caso se tomo la muestra del mango de
un cuchillo con el que se cometié el homicidio de
una mujer. El autor, confeso y condenado en

firme, era un varon. El cuchillo fue recogido por
especialistas mediando la minima manipulacion
posible y observando las medidas de prevencion
y asepsia protocolizadas en las unidades de
Policia Cientifica. El frotis sobre el mango del
cuchillo se practic6 en condiciones de
laboratorio por parte de especialistas del
Laboratorio Territorial de Biologia — ADN de la
Jefatura Superior de Policia de Galicia. Se
obtuvo un perfil genético con una asignacién
alélica indubitada (Imagen 14). Los niveles de
fluorescencia indican la existencia de unas
cantidades elevadas de ADN. La linea basal de
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fluorescencia en el electroferograma presenta
irregularidades, “suciedad” que resulta

frecuente en las muestras procedentes de casos
reales.
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Imagen 14. Marcadores STRs en muestra tomada sobre el mango de un cuchillo. El perfil genético de vardn presenta unos
altos niveles de fluorescencia y no ofrece dudas en cuanto a la interpretacion de los resultados.

4.DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En los casos reales presentados a estudio se
ha comprobado la eficiencia en el analisis de
restos epiteliales de un donante depositados por
contacto sobre diferentes superficies en delitos
de distinta tipologia.

Existen multiples factores que pueden
condicionar la eficiencia del analisis, tales como
las propias condiciones ambientales de
exposicion de los vestigios, el tiempo que media
entre su depdsito y su recogida por parte de las
unidades especializadas, el tiempo que media
entre su recogida y su andlisis, la observancia
estricta de las medidas de prevencién y asepsia
en la recogida de las evidencias y la propia
analitica de ADN, en funcion de los métodos de
amplificacion utilizados y la sensibilidad de los
mismos.

Los estudios publicados en la comunidad
cientifica apoyan el enorme potencial de las
trazas biolégicas por contacto en los procesos
judiciales, tanto como pruebas de apoyo o
corroboraciones periféricas del iter criminis
como por su condicion de pruebas de cargo en
muchos procesos. El factor diferencial de todos
los estudios radica en determinar los tiempos en
los que la analitica de este tipo de huellas
genéticas tiene un valor identificativo. El estudio
llevado a cabo por los Servicios Forenses de
Nueva Gales, en la Universidad Tecnoldgica de

Sydney [8], pudo determinar un tiempo medio de
6 semanas en el que la analitica de estas trazas
biolégicas resulta eficiente y sus resultados
evaluables con poder identificativo y de
discriminacion individual.

En la mayor parte de los casos reales
presentados la recogida de las muestras se
realiza en las horas siguientes a la comision del
delito, no llegando en casi ninglin caso a las 48
horas de margen temporal. Pero el resultado de
las colillas y el cigarro-puro presentados
condiciona el analisis preliminar de la escena del
delito por parte de los especialistas en recogida
de vestigios. En condiciones fisico-ambientales
Optimas de conservacion de las muestras y sin
manipulaciones externas previas, los margenes
temporales pueden ser altamente variables, por
loque nodeb.

Teniendo en cuenta la casuistica real
presentada y asemejandola a cuantas
superficies y objetos se puedan encontrar en la
escena de los delitos, a modo de conclusion
final, deberian considerarse, por parte de las
unidades encargadas de la recogida de
vestigios, un andlisis preliminar detallado de los
objetos, superficies y zonas sobre las que
pudieran existir trazas bioldgicas por contacto
que contribuyesen al esclarecimiento del delito
en cuestion, optando, en todo caso, por
comprobar analiticamente si los restos
biol6gicos se han conservado con eficiencia y
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valor identificativo o si, por el contrario, ya han
perdido esa capacidad de discriminacién
genética.
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VALORACION E INTERPRETACION DE PERFILES GENETICOS

PROBLEMATICOS.
VALVATIONAND INTERPRETATION OF COMPLEX GENETIC PROFILES.

PRIETOL', MONTESINO M', RODRIGUEZAM',AREVALO C', HERRAEZ R', CARRACEDOA’,

RESUMEN:

La valoracion de la prueba de ADN en casos forenses no siempre es facil. En aquellos casos en que las muestras contienen muy
poco ADN y este esta degradado y a menudo mezclado con otros perfiles la interpretacion llega a ser muy compleja y constituye
el reto principal de los estudios de ADN con fines forenses. Los efectos estocasticos que se producen en la PCR dan lugar a
artefactos que complican la evaluacion estadistica de los perfiles. En los ultimos afios, fruto de un gran esfuerzo cientifico se ha
desarrollado un marco matematico muy robusto de interpretacion de este tipo de perfiles, lo que unido al desarrollo de software
libre y de un esfuerzo enorme de estandarizacion, hace que seamos capaces en la actualidad de proporcionar una razén de
verosimilitud (esto es una probabilidad de coincidencia de perfiles balanceando la visién de la acusacion y la vision de la
defensa) en muchos de estos casos complejos.

PALABRAS CLAVE: valoracion de la prueba; perfiles complejos de ADN; interpretacion estadistica.

ABSTRACT:

The evaluation of the DNA test with forensic purposes is not always easy. In those cases where biological samples contain a
scarce amount of DNA (sometimes also degraded), and are frequently mixed with DNA form other donors, the interpretation of
the results can be very complex; in fact this is one of the main challenges in forensic DNA tests. Stochastic effects that are
produced during the PCR process yield artifacts that complicate the statistical evaluation of DNA profiles. During the last years,
as a consequence of a great scientific effort, a very robust mathematical model has been developed in order to interpret this type
of critical DNA profiles. Thanks to the development of open source and free software and to a big struggle for standardization,
today we are able to report a likelihood ratio (probability of matching DNA profiles considering the points of view of the prosecutor
and defense) in many complex cases.

KEY WORDS: DNA statistics; complex profiles; probabilistic approaches.

CONTACTO: Lourdes Prieto C/ Julian Gonzalez Segador s/n, 28043 Madrid, lourditasmt@gmail.com

1.INTRODUCCION. mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa o PCR (que produce muchas copias

El analisis genético de muestras biologicas de fragmentos de ADN que nos interesan para
desconocidas (aquéllas que no sabemos de identificar individuos y que Ilamamos
quién proceden) que estan relacionadas con marcadores genéticos, ya que no todo el ADN
hechos delictivos comprende una serie de de un individuo es interesante para su

pasos en el Laboratorio: extracciéon del ADN (es identificacion) y electroforesis capilar (para
decir, separacién de los acidos ribonucleicos del lograr la separacion y deteccion de los
resto de componentes celulares), cuantificacion fragmentos de ADN copiado en un grafico
y cualificacién del ADN extraido (con el fin de llamado electroferograma).

conocer si nos enfrentamos al andlisis de una

muestra con suficiente calidad y cantidad de En los casos en los que las muestras

ADN o por el contrario estamos ante una biolégicas halladas en la escena del delito son
muestra critica), amplificacion del ADN de buena calidad y contienen suficiente ADN,

1 Laboratorio de ADN. Comisaria General de Policia Cientifica. Instituto Universitario de Investigacién en Ciencias Policiales (IUICP),
Madrid.
2 Instituto de Ciencias Forenses “Luis Concheiro”. Universidad de Santiago de Compostela.
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este proceso es rapido y permite la obtencion de
perfiles genéticos completos (cédigos
alfanuméricos caracteristicos de cada
individuo), que se pueden comparar facilmente
con muestras indubitadas de sospechosos o
victimas. Sin embargo, el Laboratorio de
genética obtiene a veces resultados de dificil
interpretacion, ya que los perfiles genéticos de
la escena proceden de muestras de mala
calidad (por su antiglledad o por su mala
preservacion) o escasa cantidad de ADN y por
tanto con perfiles problematicos (incompletos,
con escasa sefial en algunos marcadores, con
sefiales adicionales, etc.) [1]. En este capitulo
describiremos por qué se obtienen perfiles
genéticos problematicos en algunas muestras
biolégicas de la escena y cdmo podemos
interpretarlos y evaluarlos a la hora de
compararlos con perfiles genéticos
procedentes de muestras indubitadas. Con las
nuevas recomendaciones de la International
Society for Forensic Genetics (ISFG) sobre la
interpretacion estadistica de perfiles genéticos

procedentes de muestras biolégicas con
escaso contenido en ADN [2], tenemos ya la
base cientifica y las herramientas necesarias
para abordar este tipo de perfiles genéticos. El
lector se dara cuenta de que en genética
forense a veces los resultados no son blancos o
negros, sino que la escala de grises es amplia.

2. QUE ES UN PERFIL GENETICO.

Para entender qué problemas pueden surgir
en el analisis de perfiles genéticos, primero
tenemos que saber qué es exactamente un
perfil genético. Pues bien, un perfil genético no
es mas que una serie de numeros (alelos,
caracteristicos de cada individuo) referidos a
una serie de fragmentos de ADN (marcadores
genéticos) como puede observarse en la Figura
1. Cada marcador genético es un fragmento de
ADN de unas 100-500 unidades (pares de
bases), es decir que estudiamos una parte
minima de todo el ADN que tiene un individuo

D10S1248 vWA  D16S539 D2S1338  AMEL. D8S1179 D21S11  D18S51 D22S1045
14 -16 15-18 9-11 18 - 21 XY 10-12 29-322  14-15 15-18
D19S433 THO1 FGA D2S441 D3S1358 D1S1656  D12S391 SE33
13-14 6-9 22-24 11-11 16-17 12-17 17-17 28.2 - 29
[ S R— - R — ] E—
i) 140 210 280 350 420
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Figura 1. Perfil genético de 17 marcadores genéticos (tablas) y electroferograma de 4 de los

marcadores genéticos del perfil (sombreado en tabla y grafico).
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(formado por 3000 millones de unidades) [3]. El
numero de marcadores genéticos estudiados
ha ido aumentando a lo largo de los afos,
estando hoy en dia en torno a los 21-23
marcadores.

Para cada marcador genético, un individuo
puede mostrar como maximo 2 numeros
(alelos), uno procedente de su padre y otro de
su madre. Asi, si para un marcador genético
concreto en la poblacién espafiola estan
representados los alelos (posibilidades) del 5 al
12, un individuo puede poseer por ejemplo los
alelos 7'y 8 siheredo alelos distintos de su padre
y de su madre (el individuo es heterocigoto 7-8
para ese marcador) o puede poseer dos copias
del mismo alelo (por ejemplo del alelo 8) si
hered6 el mismo alelo de ambos progenitores
(el individuo es homocigoto 8-8 para ese
marcador). Esta caracteristica permite al
genetista inferir si el perfil genético que se
detecta en una muestra de la escena del delito
procede de mas de una persona, ya que Si
procede de mas de un individuo observaremos
mas de dos alelos en la mayoria de los
marcadores genéticos.

3. LOS EFECTOS ESTOCAS’TICOS EN EL
ANALISIS DE PERFILES GENETICOS.

La cantidad de casos criminales que se han
podido esclarecer con la ayuda de los estudios
de ADN en los ultimos afos ha hecho que se
tenga una gran confianza en estos analisis, sin
embargo el test de ADN también tiene sus
limitaciones. Por un lado existen limitaciones
inherentes a la propia biologia (mutaciones,
patrones tri-alélicos, etc.) que complican la
interpretacion de los resultados, pero seria
objeto de otro capitulo y no entraremos en ellos.
Nos referiremos Unicamente a problemas y
limitaciones debidos a la analitica, motivados
principalmente por la calidad de las muestras
recogidas en la escena que se analizan en los
laboratorios. Los métodos que utilizamos para
obtener un perfil genético (extraccién de ADN,
cuantificacion, amplificacion, etc.) no son ni
mucho menos eficaces al 100%; esto significa
que si una muestra biolégica contiene por

ejemplo 10.000 copias del fragmento de ADN
que queremos estudiar (marcador genético) no
vamos a obtener exactamente 10.000 copias
del mismo tras el primer paso del analisis
(extraccion de ADN) y lo mismo ocurrira en
pasos posteriores. Pero con esta cantidad de
copias de partida, aun podemos obtener
suficiente cantidad de ADN como para que el
analisis finalice exitosamente.

Por el contrario, cuando la cantidad de ADN
de partida es minima y ademas aplicamos
procesos que no son eficaces totalmente, el
resultado que obtenemos puede verse
comprometido. Es éste el tipo de muestras que
sufren los llamados efectos estocasticos que
describiremos a continuacién con un ejemplo.

Imaginemos que estamos ante una muestra
que para cierto marcador genético muestra los
alelos A y B (heterocigoto A-B) y que tras la
extraccion de ADN soélo hemos logrado obtener
7 copias del alelo Ay otras 7 del alelo B. Estas
copias se obtienen suspendidas en un medio
liquido de cantidad variable segun el tipo de
extraccion, pero supongamos que las tenemos
suspendidas en 50 microlitros de medio liquido.
Para proceder a la amplificacion por PCR de
esta muestra no utilizamos todo el volumen
obtenido sino que tomamos una alicuota con
una micropipeta. Si repitiéramos el proceso de
toma de alicuota muchas veces (volviendo a
depositar la alicuota tomada en el medio
liquido) y tuviéramos la posibilidad de contar
cuantas copias de cada alelo hemos logrado
capturar cada vez, veriamos que es muy
variable de unas alicuotas a otras (ver Figura 2).
Concretamente tendriamos una distribuciéon en
la que con mas probabilidad obtendriamos 7
alelos y con probabilidades decrecientes
obtendriamos 6, 5, 4, 3, 2, 1y 0 alelos, asi como
8,9,10,11,12,13 ylos 14 alelos. Asu vez, para
cada numero de alelos capturados,
obtendriamos otras distribuciones; es decir de
las veces que hemos capturado 7 alelos, la
mayoria serian 3 copias del alelo Ay 4 del B (o
viceversa) y con menos probabilidades iriamos
obteniendo 5del Ay 2 del B (o viceversa), 6 del A
y 1del Bo7delAyningunadel B (o viceversa).
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Alicuota Alelos
capturados
1 1
2 12
3 7
4 10
5 7
6 0
7 3
8 2
9 14
10 6
n 11

0,25

PROBABILIDAD
o
=
(9]

0 2 4 6 8 10 12 14
N2 ALELOSESPERADOS (MAX. 14)

Figura 2. Representacion de los efectos estocasticos producidos al tomar repetidas veces una alicuota de un extracto
de ADN con 14 copias de alelos (7 del aleloAy 7 del alelo B). Modificado de Peter Gill.

Si cada una de estas alicuotas la sometemos
a un proceso de amplificacion y posterior
electroforesis, obtendriamos diferentes
intensidades de sefal para cada alelo (altura de
los picos en el electroferograma) dependiendo
del nimero de copias de cada uno introducidas

el

g 11

en el tubo de reaccion de amplificaciéon. Y es
exactamente esto lo que ocurre en la realidad,
que en muestras criticas los resultados
obtenidos son variables de un experimento a
otro, aunque pueden parecerse (ver Figura 3).
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Figura 3. (A) En muestras de buena calidad se obtiene una proporcion equilibrada de ambos alelos tras su
amplificacion y deteccién. (B) En una muestra con bajo contenido en ADN obtenemos distintos resultados segun la
proporcion de alelos capturados. En el apartado B no se incluyen todos los posibles resultados, sélo se muestran
ejemplos de equilibrio entre ambos alelos, desequilibrio y drop-out del alelo B en rojo. Modificado de Perter Gill.

Por tanto, en nuestro ejemplo anterior
podemos obtener resultados variables en
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Pero ¢qué significa realmente este
resultado? Significa que es 2 millones de veces
mas probable hallar el perfil genético
encontrado en la mancha de la escena si
suponemos que esa mancha la dejé el acusado
(Hp) que si suponemos que la dejo otra persona
(Hd). Es decir, la evidencia muestra un
resultado a favor de la hipétesis de la acusacion
(2 millones de veces mas a favor de la
acusacion respecto a la defensa).

5.VALORES QUE PUEDE TOMARELLR.

Acabamos de ver un ejemplo en el que los
valores que alcanza el LR son elevadisimos, y
este es el caso habitual en la evaluacion
estadistica de la prueba de ADN cuando los
perfiles genéticos de las muestras de la escena
e indubitada son de buena calidad y coinciden
entre si.

Pero no debemos perder la perspectiva y
dejarnos influir por estos resultados
abrumadores, pues el LR puede tomar en
realidad cualquier valor entre 0 e ©. Podemos
clasificar los posibles valores obtenidos en tres
categorias, si atendemos al significado de los
mMismos:

a) Cuando el LR > 1 se ve favorecida la
hipétesis de la acusacion; cuanto mas
elevada sea la cifra mayormente favorecida
se vera esta hipotesis.

Cuando el LR = 1 la evidencia es neutra, es
decir, con los resultados de ADN las
hipotesis de la acusacién y la defensa no se
ven modificadas (los resultados de ADN no
aportan nada). Este es el caso cuando no
obtenemos ningun resultado tras el analisis
de una muestra (por su mal estado de
conservacion o su extremadamente escasa
cantidad de ADN).

Cuando el LR < 1 se ve favorecida la
hipétesis de la defensa; cuanto menor que 1
sea la cifra mayormente se vera favorecida
esta hipotesis.

c)

Por tanto, por medio del LR, el jurista o el
médico forense puede hacerse una idea del
significado real de la prueba genética. Sin
embargo, como veremos en la discusion de
éste trabajo, hasta ahora s6lo se han venido
informando valores de LR muy superiores a 1
en los informes de genética.

6. LA EVALUACION ESTADISTICA DE
PERFILES GENETICOS DE BAJO
CONTENIDO EN ADN (EL MODELO SEMI-
CONTINUO).

Conviene hacer un poco de historia para
abordar este apartado. Hasta hace
relativamente poco tiempo, se valoraban los
perfiles genéticos y por consiguiente el LR de
forma binaria Para eIIo se utilizaban dos

térmi nclu n” cuando
el peﬂ#@

dekto como:dta con Ia muestra indubitada
(Ver Ftigiisa 4@})6}0”'@91 deotdtossigmerfilgiensticpe rfil
genético de StRONPREBSH HeITAO8sdelRg sae
coincidia con el perfil genético de la muestra de
referencia (ver Figura 4b).

En el primer caso el LR se calcula como
hemos visto en el apartado 4 referente a la
evaluacion de perfiles genéticos de buena
calidad (Ver Figura 4a). En el segundo caso ni
siquiera se realizaba el calculo del LR, ya que
se aseguraba que el perfil genético hallado en
la muestra tomada de la escena del delito no
podia proceder del acusado. Pero si quisiera
calcularse el LR se haria de la siguiente forma
(Ver Figura 4b):

Bajo el supuesto de que el acusado dej6 la
mancha de sangre (Hp), el perfil genético que
aparece en la muestra de la escena no puede
haber sido aportado por él, es decir, no puede
aparecer en esta muestra un perfil genético
distinto al del acusado y por tanto, el
numerador del cociente del LR sera 0 en este
caso: P(E[Hp) = 0. Y el denominador del LR
continuaria siendo la frecuencia con la que
aparece el perfil de la muestra de la escena en
la poblacién.
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Pero, ¢qué ocurre cuando estamos ante un
perfil genético que ha sufrido los efectos de
fenémenos estocasticos?; ¢ qué ocurre cuando
la muestra de la escena nos muestra un perfil
genético que no es idéntico al del acusado pero
se parece al del acusado? (Ver Figura 4c) ¢ es
correcto obviar este resultado? ;qué valor
tomaria el LR en este caso?. Pues bien, para
realizar esta valoracidbn hay que tener en
cuenta las probabilidades de que ocurran los
efectos descritos anteriormente (drop-out vy
drop-in), pues para explicar el resultado
obtenido es necesario recurrir a ellos y suponer
que han podido tener lugar.

En el ejemplo de la Figura 4c observamos
que en la muestra desconocida se detectd el
alelo 14 Unicamente, mientras que en la
muestra de referencia se detectaron los alelos
10 y 14. Desde el punto de vista de la
acusacion, la unica posibilidad de explicar este
resultado (si efectivamente la muestra de la
escena procede del acusado) es mediante la
“ocurrencia de drop-out del alelo 10” (ademas
dela“no ocurrencia de drop-outen el alelo 14"y
la “no ocurrencia de drop-in”). Por lo tanto,
debemos introducir estas variables en el
numerador del LR atendiendo a la probabilidad
de que ocurran (ya no podemos asignar
simplemente un valorde 10 100%):

P(E[Hp) = 1 x Pr(D) x Pr(noD) x Pr(noC),
siendo Pr(D) la probabilidad de que se perdiera
un alelo, Pr(noD) la probabilidad de que no se
perdiera el otro alelo y Pr(noC) la probabilidad
de que no ocurriera ganancia alélica.

Desde el punto de vista de la defensa lo que
ha ocurrido es muy distinto; este resultado
obtenido en las muestras de la escena e
indubitada se explica porque los restos
biol6gicos hallados en la escena no proceden
del acusado. Pero hay que definir entonces de
quién proceden, y aqui se nos presentan varias
posibilidades:

a) Que realmente el perfil de la muestra de la
escena es 14-14 (homocigoto) y no ha
ocurrido drop-out en ninguno de los dos

alelos, ni drop-in: frec(14-14) x Pr(noD) x
Pr(noD) x Pr(noC).

b) Que realmente el perfil de la muestra de la
escena es heterocigoto 14-Q (siendo Q
cualquier alelo), no ha ocurrido drop-out del
alelo 14, si ha ocurrido drop-outdel alelo Qy
no ha ocurrido drop-in: frec(14-Q) x Pr(D) x
Pr(noD) x Pr(noC).

c) Que realmente el perfil de la muestra
recogida en la escena sea QQ (homocigoto,
siendo Q cualquier alelo distinto del 14), ha
ocurrido drop-out de los dos alelos Q, ha
ocurrido drop-in del alelo 14: frec(Q-Q) x
Pr(D)x Pr(D)x Pr(C) x frec(14).

d) Que realmente el perfil de la muestra de la
escena sea QQ' (heterocigoto con alelos
distintos a 10 y 14), ha ocurrido drop-out de
los alelos Q y Q', ha ocurrido drop-in del
alelo 14: frec(Q-Q') x Pr(D) x Pr(D) x Pr(C) x
frec(14).

Por tanto, en el caso de la Figura 4c el LR
seria mas complejo que en el caso de que los
perfiles genéticos coincidieran totalmente:

No es intencién de los autores que el lector
tenga un conocimiento profundo de las
formulas aqui expuestas; simplemente son
ejemplos de casos particulares. Lo que interesa
es que el lector capte la filosofia de la
interpretacion de este tipo de perfiles genéticos
y se dé cuenta de que la interpretacién de
perfiles con baja cantidad de ADN tiene su
dificultad. Afortunadamente hoy en dia
disponemos de software para realizar estos
calculos tan complejos (por ejemplo, LRmix

[6]).

En el ejemplo de la Figura 4c, si calculamos
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el LR para este marcador suponiendo una
Pr(D) del 0,01 y una probabilidad de drop-in del
0,05, obtenemos un valor de 0,899. Sin
embargo, si eliminamos este marcador de la
valoracion estadistica el valor de LR que
estamos asignando al no realizar el calculo es 1
(evidencia neutra). Se puede observar por
tanto que la eliminacién del marcador en la
valoracion estadistica va en contra del
acusado, ya que para este marcador se ve mas
favorecida la hipotesis de la defensa que la de
la acusacion, es decir, el resultado de la prueba

A
No exclusion o Inclusion

Perfiles que coinciden
LR = 1/frecuencia(10-14)

B

Exclusién

Perfiles que no coinciden
LR = 0/frecuencia(11-11.3)

(LRs del orden de millones, es decir muy a favor
de la hipétesis de la acusacioén, con una fuerza
de millones), es decir sélo en los casos en los
que los resultados no ofrecen apenas dudas.
Esto se ha venido realizando asi por dos

de ADN no es neutro.

7.DISCUSION.

Los nuevos modelos matematicos
desarrollados para la interpretacion de perfiles
genéticos revolucionaran la visidn general que
se tiene hoy en dia de la consolidada prueba de
ADN. Hasta ahora, es cierto que en los
informes periciales de ADN se suele incluir el
valor del LR sélo cuando éste es abrumador

[ D2s44l | - T2
70 m
om =L
630 =0
420+ 250
210] ::9:: I
0 - - t,l
10 14 m i
Acusado Escena del
delito
[ D2sast |
o
630
&00
420+
T Pl
210
T b —lr e o o
0 o , 11
14 11.3
Acusado Escena del

delito

motivos principalmente:

a) Un cierto miedo por parte del genetista
forense a que el juez no interprete
correctamente la prueba de ADN.
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C

Exclusidn? No exclusién?

Perfiles que coinciden parcialmente
El numerador del LRnoesOni 1

La ausencia de las herramientas adecuadas
para valorar estadisticamente perfiles
genéticos conflictivos, cuestion que
recientemente estd siendo objeto de
muchos trabajos de investigacion.

El calculo del LR es la forma mas aséptica
de interpretar los resultados de cualquier
prueba forense y se ha recomendado su
aplicacién con el fin de que el juez la pueda
interpretar mejor los resultados y no caiga en
falacias. Pero ademas de ser la forma mas
aséptica de evaluacion, es la unica manera de
evaluar los casos en los que se detectan
mezclas de ADN procedentes de mas de un
donante. Con este procedimiento logramos
separar las funciones de peritos y jueces,
aunque es verdad que esto no se halogrado del
todo y en ocasiones el perito asume aun el rol
que no le corresponde.

Pongamos un ejemplo para ilustrar esta
afirmacion. Muchos genetistas forenses no
informarian hoy en dia de un resultado si el
valor del LR fuera por ejemplo 2. Que el LR sea
2 significa que tras el analisis genético se
favorece la hipodtesis de la acusacion,
concretamente se favorece el doble que la
hipotesis de la defensa. Por tanto, si el juez
tenia la creencia de que el acusado era
culpable por otros medios de prueba, antes de
conocer los resultados del analisis genético,
tras el resultado de la prueba de ADN el juez
debera de multiplicar por 2 su grado de
creencia de culpabilidad.

70
—_——

70

150
100

50

L LU

Escena del
delito

[10) 14

Acusado

Pero para un genetista un LR = 2 es
tremendamente bajo, no significa
practicamente nada, y por eso decide no
informar de este resultado al juez (con el miedo
de que el juez sélo tenga en cuenta este
resultado y condene al acusado porque la
“culpabilidad” ahora es del doble). Es decir, el
genetista esta tomando una decision que no le
corresponde.

Los que llevamos muchos afios trabajando
en el campo de la biologia forense aun
recordamos cuando asistiamos a los juicios
con informes periciales donde el LR era 2. Este
era el caso cuando so6lo éramos capaces de
analizar el sistema ABO y obteniamos grupo
sanguineo A en la muestra de la escena del
delito y en la muestra de referencia (la
frecm@w de-@rumehmn Rpcblacion espaﬁola

""" roximadament 'e”de”O”S'”p’O'r'IO"q'ue”'eT' LR=

i e EA@ ng#% rngggwgwg

entendlan
sabian quef@ @mwr ) RSr(DN a%@ e en

poblacién espanola Interpretaban por tanto
que el resultado genético no contradecia la
hipétesis de la acusacion, pero que su peso
respecto a la culpabilidad no era elevado
(cualquier otro individuo del grupo A podria
haber dejado la mancha en la escena del delito
y habia bastantes en Espafa). Asi que su
decision final se apoyaba en muchas otras
pruebas ademas de las practicadas en el
laboratorio de biologia forense.

Sin embargo, en la era del ADN, los jueces
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han perdido esta referencia porque, a
diferencia del conocido sistema ABO (“grupo
sanguineo” para los legos en la materia), la
frecuencia que un perfil genético puede tener
es desconocida para ellos. Y muchos
genetistas tienen la creencia de que si le
informan al juez de que “el ADN coincide”
(aunque sea con un LR de 2), automaticamente
el juez va a dictar sentencia contra el acusado.
Por tanto, el entendimiento de la valoracion de
la prueba de ADN por parte de los juristas
necesariamente pasa por el entrenamiento de
los genetistas para lograr transmitir de forma
correcta su significado.

En este trabajo hemos expuesto los
problemas del test genético mas habitual en los
casos criminales, el analisis de marcadores
genéticos localizados en el ADN nuclear
autosdmico. Pero hay otras pruebas genéticas
que no aportan tanta informacién como lo hace
la obtencion de un perfil genético, como el
analisis de ADN mitocondrial (heredado
directamente via materna y por tanto idéntico
en todos los individuos relacionados
matrilinealmente) o de marcadores localizados
en el cromosoma Y (heredado de padre a hijos
varones directamente y por tanto idéntico en
todos los varones relacionados
patrilinealmente). Los valores de LR que se
alcanzan tras estos tipos de analisis son como
mucho del orden de miles, y sin embargo el
genetista los informa porque sabe explicar el
significado de este valor. Lo mismo tendria que
ocurrir cuando nos enfrentamos a un perfil
genético que no es del todo coincidente con el
del acusado, ya que en la actualidad existen
recomendaciones internacionales [2] vy
herramientas informaticas disponibles para
evaluar perfiles problematicos [6], pero que se
pueden informar pues no alcanzan el estatu.

No es objeto de este articulo que el lector
aprenda la formulacién del LR de cada caso
particular ni recomendar que cualquier perfil
genético se valore estadisticamente sea cual
sea su calidad. Obviamente no todos los
perfiles genéticos de muestras criticas se
valoran; es el analista el que decide si un perfil
conflictivo debe ser valorado o simplemente ser

informado como no concluyente.

En el pasado muchos laboratorios no
consideraban en la valoracion estadistica final
los resultados obtenidos en un marcador
genético si éste no coincidia con el obtenido en
la muestra del acusado (y los demas
marcadores si coincidian). Y se hacia porque el
analista intuia que, por la calidad del perfil
genético en cuestion, la no coincidencia en un
marcador era simplemente un efecto de los
fendbmenos estocasticos. Pero, como hemos
podido comprobar, eliminar un marcador
genético de la evaluacion estadistica es injusto
para el acusado en la mayoria de ocasiones.
Hoy sabemos cémo integrar los efectos
producidos por los fenbmenos estocasticos en
el calculo del LR, lo cual nos permite ser aun
mas imparciales y cientificos en la
interpretacion de la prueba de ADN.
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