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El presente documento proporcionara al
personal involucrado en las actividades
inherentes al manejo de evidencia bioldgica,
un instrumento que facilite el desarrollo
adecuado, sistematizado y estandarizado de
los procedimientos técnicos que se realizan
en los laboratorios de Biologia Forense del
Sistema Especializado Integral de
Investigacion en Medicina Legal y Ciencias
Forenses
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INTRODUCCION

Con la finalidad de colaborar con el Sistema Especializado Integral de
Investigacion de Medicina Legal y Ciencias Forenses se ha creado el presente

manual el cual servird como guia al personal inmerso en el érea.

Los servicios periciales que presta el Sistema Especializado Integral de
Investigacion, de Medicina Legal y Ciencias Forenses como auxiliar directo de la
justicia, desempefian un papel fundamental en la investigacién técnico cientifica
de los delitos. De la capacidad de dilucidar la verdad de los hechos constitutivos
del delito depende la calidad de las intervenciones especializadas e informes que
se emiten. En este sentido, la labor que desempefian, resulta de gran valia para la
administracion de justicia. Por ello, entre los compromisos de los Laboratorios del
Sistema se encuentran los de promover la investigacion, la excelencia en el
trabajo encomendado a los peritos y la actualizacion permanente del
conocimiento técnico cientifico. La Biologia Forense se ocupa de la
coleccion, identificacion y estudio de indicios bioldégicos que pueden funcionar
como evidencia en materias legales, coadyuvando con la justicia en la resolucion
de casos. El Analisis e interpretacion de las evidencias como: sangre, semen u
otros fluidos corporales en la escena de un delito ayudan a resolver problemas
judiciales y forenses. Esta rama de la ciencia nos ayuda en el esclarecimiento de
delitos relacionados con: homicidios, asesinatos, etc. utilizando pruebas que nos
permiten procesar muestras de fluidos biolégicos, cadaveres, armas, vehiculos,
etc. Siendo estas técnicas utilizadas como pruebas de un delito en el campo
judicial existe la necesidad de contar con informacion clara para la realizacion de
los diferentes procedimientos que se realizan los laboratorios del Sistema

Especializado Integral.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Proporcionar al personal involucrado en las actividades, un instrumento que
facilite el desarrollo adecuado, sistematizado y estandarizado de los

procedimientos técnicos que se realizan en los laboratorios de Biologia Forense.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar los procedimientos técnicos de laboratorio, a fin de unificar
los criterios de analisis y validacion.
2. Contar con un instrumento que sirva de guia para la evaluacion y

monitoreo de las actividades de laboratorio.

ALCANCE
El presente manual serd aplicado en el Sistema Especializado Integral de
Investigacion, Medicina Legal y Ciencias Forenses, sera utilizado por los peritos y

personal que trabaja en el &mbito legal.
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MARCO LEGAL

CONSTITUCION DE LA REPUBLICA DEL ECUADOR

Art. 76, numeral 4, sobre las garantias basicas que aseguran el debido proceso
establece: “Las pruebas obtenidas o actuadas con violacién de la Constitucién o

la ley no tendran validez alguna y careceran de eficacia probatoria”.

Art. 169.- El sistema procesal es un medio para la realizacion de la justicia. Las
normas procesales consagraran los principios de simplificacion, uniformidad,
eficacia, inmediacion, celeridad y economia procesal, y haran efectivas las
garantias del debido proceso. No se sacrificara la justicia por la sola omision de

formalidades.

Art. 195, “la Fiscalia dirigira de oficio o a peticion de parte, la investigacién pre-
procesal y procesal penal..la Fiscalia organizard y dirigira un sistema

especializado integral de investigacion, de medicina legal y ciencias forenses”.

CODIGO ORGANICO INTEGRAL PENAL
Art 442.- La Fiscalia dirige la investigacion pre-procesal y procesal penal e

interviene hasta la finalizacion del proceso.
Art 443.- Atribuciones de la Fiscalia.-La Fiscalia ejerce las siguientes atribuciones:
1. Organizar y dirigir el Sistema especializado integral de investigacion, de

medicina legal y ciencias forenses.

Art. 444 - Atribuciones de la o el fiscal.- Son atribuciones de la o el fiscal, las

siguientes:...

12. Ordenar el peritaje integral de todos los indicios que hayan sido
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levantados en la escena del hecho, garantizando la preservacion y correcto

manejo de las evidencias.

Art. 448.- Organizacion y Direccion: En materia pre-procesal y procesal penal, la
Fiscalia organizara y dirigira el Sistema Especializado Integral de Investigacion de
Medicina Legal y Ciencias Forenses que presentara servicios especializados de
apoyo técnico y cientifico a la administracion de justicia.

El Sistema contara con el apoyo del organismo especializado de la Policia
Nacional y personal civil de Investigacion, quienes llevaran a cabo las diligencias
necesarias para cumplir los fines previstos en este codigo, ejecutaran sus tareas
bajo la direccién de la Fiscalia y dependeran administrativamente del ministerio

del ramo.

Art. 450.- Informes o exdmenes de las entidades publicas y privadas.- En el caso
de localidades donde no se dispone de personal del Sistema especializado
integral de la investigacién, de medicina legal y ciencias forenses, con el fin de
asegurar los vestigios, objetos e instrumentos, podran intervenir, a solicitud de la
o el fiscal, profesionales de centros de salud, clinicas u hospitales publicos
acreditados por el Consejo de la Judicatura. En caso de no existir unidades de
salud publica se podra recurrir al sector privado acreditado por el Consejo de la
Judicatura.

Estos establecimientos elaboraran los informes correspondientes en los que
consten los nombres de los responsables de las entidades y de los profesionales
gue hayan realizado los examenes, los mismos que seran entregados a la o al

fiscal que los solicite.

Art. 456.- Cadena de custodia.- Se aplicara cadena de custodia a los elementos
fisicos o contenido digital materia de prueba, para garantizar su autenticidad,
acreditando su identidad y estado original; las condiciones, las personas que
intervienen en la recoleccion, envio, manejo, analisis y conservacion de estos
elementos y se incluiran los cambios hechos en ellos por cada custodio.

La cadena inicia en el lugar donde se obtiene, encuentra o recauda el elemento
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de prueba y finaliza por orden de la autoridad competente. Son responsables de
su aplicacion, el personal del Sistema especializado integral de investigacion, de
medicina legal y ciencias forenses, el personal competente en materia de transito
y todos los servidores publicos y particulares que tengan relacidbn con estos
elementos, incluyendo el personal de servicios de salud que tengan contacto con

elementos fisico que puedan ser de utilidad en la investigacion.

Art. 463.- Obtencion de muestras.- Para la obtencidon de muestras de fluidos
corporales, componentes organicos y genético-moleculares se seguiran las

siguientes reglas:

1. No se podra realizar pruebas de caracter biologico, extracciones de sangre, de
objetos situados en el cuerpo u otras analogas, si se teme menoscabo en la salud
y dignidad de la persona objeto de examen.

2. Cuando el examen deba realizarse en victimas de infraccion contra la
integridad sexual o en una nifia, nifio o adolescente, se tomaran las medidas
necesarias en funcién de su edad y género para precautelar su dignidad e

integridad fisica y psicolégica.

Los profesionales de la salud que realicen estos exdmenes estaran obligados a
conservar los elementos de prueba encontrados en condiciones de seguridad,
que seran entregados inmediatamente al personal del Sistema especializado
integral de investigacion, de medicina legal y ciencias forenses, y deberan rendir
testimonio anticipado o podran ser receptados mediante video conferencias de

acuerdo con las reglas del presente Cédigo.

Art. 465.- Examenes médicos y corporales.-Podran efectuarse examenes medicos
o corporales de la persona procesada o de la victima en caso de necesidad para
constatar circunstancias relevantes para la investigacién, de acuerdo con las
siguientes reglas:

3. Una copia sera entregada a la persona que ha sido sometida al reconocimiento

0 quien la tenga bajo su cuidado y la otra copia, asi como las muestras obtenidas
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y los resultados de los andlisis practicados, seran remitidos dentro de las
siguientes veinticuatro horas al personal del Sistema especializado integral de
investigaciéon, de medicina legal y ciencias forenses, el que informara

inmediatamente a la o al fiscal, o la o al juzgador.

Art. 505.- Testimonio de peritos.-Los peritos sustentaran oralmente los resultados
de sus peritajes y responderan al interrogatorio y al contrainterrogatorio de los

sujetos procesales.

Art 511.- Reglas generales.- Las y los peritos deberan:

1. Ser profesionales expertos en el area, especialistas titulados o con
conocimientos, experiencia 0 experticia en la materia y especialidad,
acreditados por el Consejo de la Judicatura.

2. Desempefiar su funcion de manera obligatoria, para lo cual la o el

perito sera designado y notificado con el cargo.

3. La persona designada debera excusarse si se halla en alguna de las
causales establecidas en este Codigo para las o los juzgadores.

4. Las o los peritos no podran ser recusados, sin embargo el informe
no tendra valor alguno si el perito que lo presenta, tiene motivo de

inhabilidad o excusa, debidamente comprobada.

5. Presentar dentro del plazo sefalado sus informes, aclarar o ampliar

los mismos a pedido de los sujetos procesales.

6. El informe pericial debera contener como minimo el lugar y fecha de
realizacion del peritaje, identificacion del perito, descripcion y estado de la
persona u objeto peritado, la técnica utilizada, la fundamentacion cientifica,

ilustraciones graficas cuando corresponda, las conclusiones y la firma.
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7.

Comparecer a la audiencia de juicio y sustentar de manera oral sus

informes y contestar los interrogatorios de las partes, para lo cual podran

emplear cualquier medio.

8.

El Consejo de la Judicatura organizara el sistema pericial a nivel

nacional, el monto que se cobre por estas diligencias judiciales o

procesales, podran ser canceladas por el Consejo de la Judicatura.

De no existir persona acreditada como perito en determinadas areas, se debera

contar con quien tenga conocimiento, especialidad, experticia o titulo que acredite

su capacidad para desarrollar el peritaje. Para los casos de mala practica

profesional la o el fiscal solicitara una terna de profesionales con la especialidad

correspondiente al organismo rector de la materia.

Cuando en la investigacion intervengan peritos internacionales, sus informes

podran ser incorporados como prueba, a través de testimonios anticipados o

podran ser receptados mediante video conferencias de acuerdo a las reglas del

presente codigo.

PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION E INTEGRACION DE PROCESOS

1. La toma de muestra bioldgicas, es responsabilidad del Perito Médico

Legista, y/o centros de salud publicos o privados acreditados como consta en

el Articulo 465 del Codigo Organico Integral Penal, asi como la solicitud

analisis pericial a requerirse con su respectiva cadena de custodia; cumpliendo

con estos requisitos el laboratorio de Biologia conservara el codigo del caso

recibido, y asignara un nuevo numero de registro interno del Laboratorio que

comenzara por el 001 el 01 de enero de cada afo.

2. Recepcion de las muestras biol6gicas adjuntas a solicitud de andlisis

pericial a requerirse, emitida por la Autoridad competente y/o Médico Legal

3. La solicitud de andlisis biol6gico debera llevar los siguientes datos:
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> Nombres y Apellidos de usuario(a)
> Numero de cédula (si lo hubiera)
> Copia del documento de identidad: Cédula, partida de nacimiento,

licencia de conducir u otros (si los hubiere).

> Especificar el tipo de muestra (sangre, frotis vaginal, frotis anal, frotis
bucal, etc.)

> Numero de muestras.

> Especificar datos relevantes del caso (antecedente de agresion sexual,

intervalo de tiempo en que ocurrié el hecho y el momento de tomar la muestra,
uso de preservativo, aseo previo, atencion médica previa, etc.)

> Numero de expediente.

> Fecha de toma de muestra.
> Nombre del Médico Legista, y/o profesional que realiza la toma de
muestra.

NOTA: Es importante realizar el analisis de muestras bioldgicas dentro de las
72 horas, de haber obtenido la muestra, para evitar degradacion y

contaminacion de las mismas.

4. Verificar la rotulacion de los contenedores de las muestras y la solicitud
gue contiene la cadena de custodia, si es correcta se procedera a la revision

del contenido.

5. Los datos obtenidos en el formato fisico, seran registrados ademas, en

un soporte digital, conforme lo dispuesto en el Cadigo Organico Integral Penal

6. Se realiza el registro fotografico de las muestras
7. Procesamiento de muestras en el Laboratorio.
8. Elaboracion, revision y correccion del informe pericial que sera

entregado a la autoridad solicitante. Se anexa al expediente: copia de las
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Cadenas de Custodia y del documento de identidad (copia de la credencial o

cédula de ciudadania) del custodio de las evidencias.

9. Impresién de dos originales del informe técnico o pericial, uno de las cuales
sera entregado al archivo general y la otra sera enviado a través del personal
administrativo, al Sefior(a) Fiscal que avoca conocimiento del caso, de ser el

caso en un informe técnico se entregara directamente al Médico Legista.

10.De haberse consumido toda la muestra durante el andlisis se comunicara

en el informe pericial.

DESCRIPCION DE LOS PROCEDIMIENTOS

DETERMINACION FORENSE DE PROTEINA P30 (ANTIGENO PROSTATICO
ESTECIFICO) EN LIQUIDO SEMINAL HUMANO

INTRODUCCION
La proteina “p30” es un marcador aceptado para la deteccidn de liquido seminal
en casos donde se sospecha abuso sexual, es detectable también en individuos

vasectomizados 0 azoospéermicos.

OBJETIVO
Determinar la presencia de la proteina P30 en las muestras obtenidas por
agresion sexual, atentado al pudor, escena del hecho y otros, utilizando la prueba

inmunocromatogréafica de P30 como prueba confirmatoria.

MUESTRA REQUERIDA

Las muestras y evidencias en las que se determina la presencia de liquido
seminal humano son: hisopados genitales, para genitales y extra genitales, asi
también, manchas sospechosas en prendas de vestir, preservativos y otros

soportes. Anexo 1
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PROTOCOLO PARA PREPARACION DE LA MUESTRAS

Las manchas, los hisopos y las muestras congeladas deben ser descongelados

completamente y llevados a 2-8 °C.

1. En un microtubo colocar 750ul de buffer de extraccion La extraccion de
muestras de hisopos (corte longitudinal) o manchas(corte aprox. 3mm 6 5mm)
2. Agitar en un dispositivo Vortex por 5 segundos.

3. Colocar en refrigeracion por dos horas (2-8°C). Este procedimiento

recupera aproximadamente el 99% de p30 extraida del hisopo.

4. Dejar a temperatura ambiente de 3 a 5 minutos.

5. Centrifugue la muestra 3 minutos a 3.600 rpm después del paso de
extraccion.

6. Remover el dispositivo y el gotero del paquete sellado.

7. Etiquetar el dispositivo con el nUmero de caso.

8. Adicionar 300ul (6-7gotas con el gotero) de la muestra al pocillo “S” del
dispositivo.

9. Leer los resultados a los 10 minutos.

10. Esta alicuota podria ser almacenada entre 2-8°C sino se usa

inmediatamente.

NOTA: La muestra restante puede ser usada ademas para el andlisis de ADN, sin

afectar el rendimiento de ADN.
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PROTOCOLO PARA OBTENCION DE MUESTRA EN UN SOPORTE SOLIDO
Existen muchos casos en los que los fluidos biolégicos como el semen se deben
retirar de soportes sélidos (prendas de vestir, sabanas, toallas, papel y otros) para
posterior estudio de la proteina p30. Para estos casos, debemos recurrir a un
procedimiento llamado levantamiento de evidencias en donde recuperamos los
fluidos biol6gicos para estudio, para lo cual utilizamos el siguiente procedimiento:

1. Observar el soporte solido en la luz forense.

2. ldentificar la zona en donde existe fluorescencia para determinar la

ubicacion del supuesto fluido biologico.

3. La extraccibn de muestras en superficies solidas se tomara con hisopo

(corte longitudinal) y en los demdas casos se realizara un corte aprox. 3mm 0

Smm.

4. Agregar en un microtubo con 750ul de buffer de extraccion

5. Agitar en un dispositivo Vortex por 5 segundos.

6. Colocar en refrigeracion por dos horas (2-8°C) Este procedimiento recupera

aproximadamente el 99% de p30 extraida del hisopo.

7. Dejar a temperatura ambiente de 3 a 5 minutos.

8. Centrifugue la muestra 3 minutos a 3.600 rpm después del paso de

extraccion.

9. Remover el dispositivo y el gotero del paquete sellado.

10.Etiquetar el dispositivo con el nUmero de caso.

11.Adicionar 300ul (6-7gotas con el gotero) de la muestra al pocillo “S” del

dispositivo.

12.Leer los resultados a los 10 minutos.

13.Esta alicuota podria ser almacenada entre 2-8°C sino se usa

inmediatamente.

Los resultados positivos se pueden ver después de un minuto dependiendo de la

concentracion de p30.

Para resultados negativos se deben esperar 10 minutos.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

POSITIVO: Si existen dos lineas rosadas, una en el area “T” de la prueba y en el
area control “C”, el resultado es positivo e indica que los niveles de p30 estan

sobre 4 ng/mi

NEGATIVO: Si existe solo una linea rosada en el area de control “C” el test es
negativo.

Esto puede indicar que:

a) P30 no esta presente sobre 4 ng/ml.

b) Presencia de efecto prozona.

Que podria dar un resultado falso negativo debido a la presencia de altas
concentraciones de p30 en la muestra, como por ejemplo liquido seminal
no diluido. En este caso la muestra de ser ensayada nuevamente usando
una dilucion 10 a 10.000.

INVALIDO: Si no existe linea rosada visible en el area de control “C” el test no es

concluyente. Repetir el test y examinar el procedimiento cuidadosamente.

CONTROL DE CALIDAD

La linea control en el area de control “C” puede ser considerada un control interno
del procedimiento. Otra linea rosada aparecera siempre si el test se ha
desarrollado correctamente.
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Si la linea de control “C” no aparece el test es invalido y un nuevo test debe ser
desarrollado siguiendo los correctos procedimientos. Se podria realizar un test de

control de calidad usando estandares de controles positivo y negativo.

LIMITACIONES

1) Los casetes inmucromatograficos para determinacion de proteina P30 es
solo para deteccion en vitro de semen. No para uso diagnéstico.

2) El test debe ser desarrollado en estricto acuerdo con estas instrucciones
para tener resultados seguros y reproducibles.

3) Si se sospecha un elevado nivel de p30 vy el resultado obtenido es negativo
el test debe ser repetido con una muestra fresca.

4) Resultados positivos se podrian obtener con muestras de orina masculina
las cuales han reportado un valor de p30 260ng/ml. El antigeno especifico de
la vesicula seminal debe no estar presente en la prueba con orina.

5) Una muestra apropiada debe ser usada puesto que p30 es detectable en el

tracto vaginal solo en un maximo de 2 dias.

ESPECIFICIDAD

A. La hemoglobina (10gr/l) bilirrubina (100mg/l) y muestras lipémicas (5 g/l) no
interfieren con los resultados de la prueba.

B. Concentraciones altas de proteina tales como fosfatasa acida prostatica
(1000ng/ml) albumina (20g/l) HCG (900UI/ml) transferrina (5g/l) y prolactina
(Img/l) no interfieren con los resultados de la prueba.

C. Se pueden obtener resultados positivos en hombres vasectomizados y en

muestras de orina pos eyaculacion en adultos.
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PROTOCOLO DE TINCION “ARBOL DE NAVIDAD” PARA IDENTIFICACION
DE ESPERMATOZOIDES

INTRODUCCION

El semen est& constituido por espermatozoides y liquido seminal. Entre el 15 — 20
% de volumen proviene de la préstata, 60 — 70 % de las vesiculas seminales y
solo el 10 % proviene del epididimo. ElI semen es un liquido viscoso de color
blanco grisaceo y opalescente, su pH varia entre 7.3 y 7.8 sus amortiguadores
fosfatos y bicarbonato de sodio contribuyen a proteger a los espermatozoides del
pH vaginal. Como elemento celular caracteristico del semen se encuentran los
espermatozoides, sin embargo el cuadro celular es mucho mas complejo:
presenta células gigantes, células epiteliales, leucocitos, células prostéticas,
cilindros testiculares y bacterias, contiene de 70 a 150 millones de

espermatozoides por ml.

El espermatozoide humano maduro mide 60um de largo y es una célula con
movimiento activo, esta formado por una cabeza de forma oval vista de frente y
forma de pera vista de perfil con el extremo angosto orientado hacia adelante, una
pieza intermedia que contiene mitocondrias y una cola formada por nueve
filamentos que rodean a otros dos centrales. La mayor parte de la cabeza esta
ocupada por el ndcleo, cuya cromatina esta condensada; 2/3 del nlcleo estan
cubiertos por el acrosoma. Microscopicamente se compone de cuatro secciones:
el cuello, la pieza intermedia, la pieza principal y la pieza terminal con diferencias
estructurales. La vida aproximada del espermatozoide en canal endocervical es
de 114 h, en fondo de saco vaginal es de 120 h, rectal 65 h, anal 46 hy en la
boca 6 h, en cadaveres no existen referencias bibliograficas en cuanto al tiempo

posible de encontrarlos vivos.

El tiempo de permanencia de los espermatozoides en la cavidad vaginal varia
dependiendo de presencia de menstruacion, infecciones vaginales, el pH vaginal,
lavado vaginal, el ejercicio fisico y la cantidad de espermatozoides eyaculados. La
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defecacion, afecta el tiempo de permanencia de los espermatozoides en la
cavidad anal. La mezcla de estas variables hace que en general, los
espermatozoides puedan detectarse en vagina hasta tres dias después del coito.
Sin embargo en la literatura relacionada con la investigacion forense, se han
observado algunos casos en los cuales los espermatozoides han sido detectados
hasta seis dias después del coito, en cadaveres no existen referencias
bibliograficas en cuanto al tiempo posible de encontrarlos vivos, pero se debe

considerar su afectacion por la putrefaccion.

OBJETIVO

Determinar la presencia de espermatozoides en las muestras obtenidas por
agresion sexual, atentado al pudor, escena del hecho y otros, utilizando la tincion
“Arbol de Navidad” para identificacion de espermatozoides como prueba

confirmatoria.

MUESTRA REQUERIDA

Las muestras y evidencias en las que se determina la presencia de
espermatozoides son: frotis de hisopados genitales, para genitales y extra
genitales.

PROCEDIMIENTO

1. Visualizar en la placa donde se encuentra el frotis y delimitar el frotis con
lapiz demografico.

2. Fijar el frotis a calor seco o exponerlo a la llama directamente.

3. Colocar unas cuantas gotas (que cubra el frotis) de la solucion Kernechtrot
(rojo nuclear) y dejar actuar por 20 minutos (Reactivo 1).

4. Lavar con agua destilada.

5. Colocar unas cuantas gotas (que cubra el frotis) de la solucion

picroindigocarmine y dejar actuar de 10 a 15 segundos (Reactivo 2)
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6. Aclarar el frotis con etanol al 95 %.
7. Dejar secar y montar la placa.
8. Observar en lente 40 X

OBSERVACION

En el espermatozoide, el material nuclear se tifie de color rojo o rojo/purpura, el
cuerpo de los espermatozoides se observa de forma ovalada y tefiido de rojo con
un fondo rosado ligero, el acrosoma del espermatozoide se tifie de color rojo

ligero, la region media y la cola de los espermatozoides se tifien de color verde o

azul verdoso.

necesario contar con un control positivo de espermatozoides y registrar el

resultado mediante una fotografia para guardar como fotografia digital e imprimirla

para adjuntar al expediente del caso.

RESULTADOS

(Campbell RJ Dpto. de Ciencias Forenses, Secci6on Biologia Forense Virginia)

Se reporta como “PRESENCIA O AUSENCIA DE ESPERMATOZOIDES”

Cuando el material celular es insuficiente se puede reportar como “MATERIAL

INSUFICIENTE PARA EMITIR UN RESULTADO”

LIMITACIONES

Por la naturaleza de la muestra y el tratamiento que se da en la preparacion de

los extractos es posible observar morfologias atipicas tales como la ausencia de

cola.

Anexo: Instructivo para preparacion de colorantes usados en la tincion
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PROTOCOLO PARA OBTENCION DE MUESTRA EN SOPORTE SOLIDO

Existen muchos casos en los que los fluidos biolégicos como el semen se deben

retirar de soportes soélidos como son la ropa interior de la victima o del agresor

para posterior estudio de espermatozoides. Para estos casos, debemos recurrir a

un procedimiento llamado levantamiento de evidencias en donde recuperamos los

fluidos biol6gicos para estudio, para lo cual utilizamos el siguiente procedimiento:

1. Observar el soporte solido en la luz forense.

2.

ubicacién del supuesto fluido bioldgico.

Identificar la zona en donde existe fluorescencia para determinar la

3. La extraccibn de muestras en superficies solidas se tomara con hisopo

(corte longitudinal) y en los demas casos se realizara un corte aprox. 3mm 6

5mm.

© © N o o b

Fijar la placa.

Agregar en un microtubo con 200ul de buffer de extraccion

Centrifugue la muestra 8 minutos a 3.600 rpm.
Eliminar el sobrenadante con una pipeta.

Transferir el sedimento a una placa porta objetos.

Agitar con un dispositivo Vortex por 30 minutos a minima rpm.

10.Realizar la tincion “Arbol de Navidad” descrita anteriormente.
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PLACA DE SECRECION VAGINAL “TINCION ARBOL DE NAVIDAD” 40 X
DETERMINACION FORENSE DE SANGRE HUMANA

INTRODUCCION

Esta prueba se basa en la deteccion cualitativa para la identificacion de sangre
humana, mediante reaccion antigeno — anticuerpo, técnica de
inmunocromatografia.

MUESTRA REQUERIDA

Las muestras y evidencias en las que se determina la presencia de sangre

humana son: frotis de hisopados de maculas, maculas sobre objetos soélidos
transportables y no transportables
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PROCEDIMIENTO

MATERIALES DE MANCHAS DE SANGRE FRESCA

1.- Cortar entre 3 a 5mm? de la mécula fresca y sumergir por 5 minutos en el
volumen completo del buffer en el tubo de extraccion del kit.

2.- Asegurar gque la tapa esta cerrada y entonces mescle el contenido gentil mente
el contenido en el tubo por 10 segundos o0 mas sin formar espuma.

3.- El extracto de la muestra se utiliza para la prueba.

4.- Remover la tarjeta del paquete sellado.

5.- Marcar la tarjeta con el nUmero de caso.

6.- Adicionar de 4 — 5 gotas con gotero o 150 ul de la muestra al pocillo (S) de la
tarjeta.

7.- Leer los resultados a los 10 minutos.

MATERIALES DE MANCHAS VIEJAS ALMACENADAS POR MAS DE 5 ANOS

Para materiales de manchas viejas que han sido almacenados a temperatura
ambiente sobre 5 afios (incluyendo manchas viejas lavadas o hisopos viejos)
seguir los siguientes pasos:

1.- Cortar entre 3 a 5mm2 de la macula fresca y sumergir por 5 minutos en el
volumen completo del buffer en el tubo de extraccion del kit.

2.- Asegurar que la tapa esta cerrada y entonces mescle el contenido gentil mente
el contenido en el tubo por 10 segundos o mas sin formar espuma, y dejar a
temperatura ambiente por al menos 30 minutos.

Remover la tarjeta del paquete sellado.

3.- Marcar la tarjeta con el numero de caso.

4.- Adicionar de 4 — 5 gotas con gotero o 150 ul de la muestra al pocillo (S) de la
tarjeta.

5.- Leer los resultados a los 10 minutos.
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Si los procedimientos de arriba no proporcionan resultados y existe una sospecha
fuerte de la presencia de sangre humana, se debe proceder de la siguiente

manera:

1.- Sumerja la mancha de sangre vieja en 2-3 gotas de amonio al 5% por 2-5
minutos para extraer la hemoglobina.

2.- Permitir la evaporacion del amonio.

3.- Sumergir la mancha en el buffer de extraccion por 5 minutos el pH de la
muestra debe estar entre 1-9.

4.- El pH debe ser verificado con un papel de pH en un tubo de extraccion. No
usar gel de hidroxido de sodio para ajustar el pH.

5.- Utilizar el extracto para la prueba

6.- Remover la tarjeta del paquete sellado.

7.-.- Marcar la tarjeta con el nUmero de caso.

8.- Adicionar de 4 — 5 gotas con gotero o 150 ul de la muestra al pocillo (S) de la
tarjeta.

9.- Leer los resultados a los 10 minutos.

ENSAYO COMBINADO DNA-HEMOGLOBINA HUMANA

1. Use 600ul de buffer HEPES.

2. Remojar la mancha (el tiempo de remojo depende de la edad de la
mancha).

Verificar que el pH este entre 1-9 usando el papel indicador de pH.

El papel pH debe estar sumergido dentro de la muestra.

Centrifugar durante 3 minutos.

Use 150ul del sobrenadante resultante para esta prueba.

La muestra restante debe ser usada para analisis de DNA.

Remover la tarjeta del paquete sellado.

© © N o O b~ w

Marcar la tarjeta con el nimero de caso.
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10. Adicionar de 4 — 5 gotas con gotero o 150 ul de la muestra al pocillo (S) de
la tarjeta.
11. Leerlos resultados a los 10 minutos.

CONTROL DE CALIDAD

La linea control en el area de control “C” puede ser considerada un control interno
del procedimiento. Otra linea rosada aparecera siempre si la prueba se ha
desarrollado correctamente. Si la linea de control “C” no aparece la prueba es
invalida y un nuevo test debe ser desarrollado siguiendo los correctos
procedimientos. Se podria realizar un test de control de calidad usando

estandares de controles positivo y negativo.

LIMITACIONES

A. Los casetes para identificacion de sangre humana es solo para deteccion
en vitro de Hb-humana (primates), su uso es para identificacion forense.

B. El test debe ser desarrollado en estricto acuerdo con estas instrucciones
para tener resultados seguros y reproducibles.

C. Las manchas de sangres viejas e incrustadas deben ser extraidas
apropiadamente antes del uso. La temperatura de almacenamiento de las
manchas también afecta los resultados.

D. Resultados positivos se podrian obtener de sangre completa de hurones
domésticos. Sin embargo en casos forenses las implicaciones practicas de esta
reactividad cruzada son minima, puesto que uno puede asumir que el numero de
casos en donde la sangre de hurén se puede encontrar es baja y la investigacion
de la escena del crimen puede determinar si un hurdon mascota estaba
posiblemente en la escena. Los resultados de la prueba deberan ser interpretados
en conjunto con otra informacion.

E. Debido a la extrema sensibilidad de la prueba, niveles trazas de Hb podrian
ser detectados ocasionalmente en fluidos corporales diferentes a la sangre

(ejemplo orina, semen, heces, fluidos vaginales, saliva y sudor).
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A pesar de conocimiento de este hecho, esta limitacion no tiene impacto préactico

en la vasta mayoria de casos.

ESPECIFICIDAD

No se ha observado reactividad de Hb de anfibios, pajaros, de res, peces, cabras,
caballos perros, gatos, conejos, ovejas, pavos, cerdos, pollos, bovinos, ciervo,
puerco espin, 0sos, zorrillos, tortuga. Esta prueba es especifica para sub tipos de
Hb. humana HbAO, HbA2, HbF, Hbs y para Hb derivada de primates (antropoidae)
y hurones, no se ha observado reactividad cruzada con las peroxidasas de rabano
picante sobre 2.000 ug/ml. No se detecté efecto prozona sobre una concentracion
de Hb de 2000ug/ml en medio de transporte.

RESULTADOS

POSITIVO: Si existen dos lineas rosadas, una en el area “T” de la prueba vy otra
en el area control “C”, el resultado de la prueba es positivo e indica que los niveles
de HbH estan sobre 0,05 ug/ml.

NEGATIVO: Si existe una linea rosada en el area de control “C” de la prueba el
resultado es negativo.

Esto puede indicar que:

a) Hb-Humana no esté presente sobre 0,05 ug/ml.

b) Presencia de efecto prozona que podria dar un resultado falso negativo
debido a la presencia de altas concentraciones de Hb-Humana en la muestra,
como por ejemplo sangre no diluida.

En este caso la muestra de ser ensayada nuevamente usando una dilucién 1:10,
1:100

INVALIDO: Si no existe linea rosada visible en el area de control “C” la prueba no

es concluyente. Repetir la prueba y examinar el procedimiento cuidadosamente.
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Los resultados positivos se pueden observar a los 2 minutos

POSITIVO NEGATIVO INVALIDO

ALMACENAMIENTO

Las muestras colectadas en tubos que contienen HbH pueden ser almacenadas o
transportadas por 13 dias entre 2 a 8 °C.

Por 10 dias entre 14 - 30 °C

Por 3 dias a 37 °C.

NOTA: Existen otras técnicas confirmatorias de presencia de sangre como

son la de cristales de Teichman o de Hematina y Prueba de Takayama o
Hemocromégeno.
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PROTOCOLO PARA DETERMINACION FORENSE DE SANGRE - SALIVA

INTRODUCCION

Determinacion de trazas de saliva utilizando pruebas inmunocromatograficas que

identifica la presencia de amilasa

OBJETIVO

Determinar la presencia de Saliva en las muestras obtenidas por agresion sexual,

atentado al pudor, escena del hecho y otros.

MUESTRA REQUERIDA

Las evidencias en las que se determinara la presencia de amilasa salival son:
hisopados, huellas de mordeduras, colillas de cigarros, vasos u otro tipo de

soporte sospechoso de contener restos de saliva.

PROTOCOLO

1. Colocar aproximadamente 5 mm? de un corte o la mitad de un hisopo
dentro de un micro tubo de 1,5 ml

Pipetear de 30-50 ul de agua desionizada estéril dentro de un tubo.
Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

Permitir a los viales de la prueba calentarse a temperatura ambiente.
Remover las burbujas de los viales de la prueba tocando gentilmente.
Adicionar 8 ul de la muestra al vial de la prueba

Mezclar gentilmente

Leer los resultados después de 10 minutos.

© 0 N o o b~ N

Un cambio de color a amarillo indica un resultado positivo

[ERN
©

Si no existe un cambio de color el resultado es negativo
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11.Un resultado negativo indica que no hay presencia de saliva o esta debajo
del limite de deteccién de la prueba.
12.Se requiere minimo 10 ul de extracto.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

POSITIVO: Si se observa una coloracion amarilla la prueba es positiva.

NEGATIVO: Si no se observa una coloracion amarilla el resultado es negativo.

ALMACENAMIENTO

Almacenar de 2-8 °C
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PROTOCOLO PARA DETERMINACION FORENSE DE ORINA

INTRODUCCION

Las

anal

hallazgos de manchas de orina o residuos de orina seca en el sitio donde la

manchas de orina sobre prendas de vestir, alfombras, suelos, plantas, son

izadas en la escena del crimen y enviadas al laboratorio forense. Los

victima muridé puede establecer la secuencia de los eventos
OBJETIVO

Determinar la presencia de Orina en las muestras obtenidas en caso de agresion

sexual, atentado al pudor, escena del crimen y otros, utilizando una prueba

inmunocromatografica.

MUESTRA REQUERIDA

Las

evidencias a partir de las cuales se realiza el estudio son: hisopados, prendas

u otros soportes

PROCEDIMIENTO

No requiere preparacion de reactivo

Almacenar a temperatura ambiente

Tiempo de test es de 10 minutos

Vida media del test es de 20 meses 0 mas a temperatura ambiente
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

POSITIVO NEGATIVO
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PROTOCOLO PARA DETERMINACION FORENSE DE GONADOTROPINA
CORIONICA HUMANA (HCG)

INTRODUCCION

La gonadotropina coriénica humana (HCG) es una hormona producida por el
tejido trofoblastico y aparece cuando haya ocurrido la fertilizacion. En un ciclo de
28 dias, con ovulacién en el dia 14 se puede detectar la HCG en la orina 0 en
cantidades menores alrededor de 23 dias, o 5 dias antes de la esperada
menstruacion. Su funcion incluye la facilitacion de la implantacion, asi como el
mantenimiento y el desarrollo del cuerpo liteo. La concentracion de la hormona
se duplica aproximadamente cada 2 dias y aumenta entre 7 a 12 semanas
después del primer dia del ultimo periodo de menstruacién con una concentracion
media de 500.000mlU/mL. Se han reportado concentraciones de un valor alto
100.000mIU/mL en embarazos normales durante el primer trimestre. En sujetos
normales, la HCG en orina proporciona una indicacion temprana del embarazo.
Dado que los niveles elevados de HCG también se asocian con la enfermedad
trofoblastica y ciertas neoplasias, se debe eliminar la posibilidad de tener estas

enfermedades antes de realizar un diagndéstico de embarazo.

OBJETIVO

Determinar la presencia de HCG en las muestras obtenidas en caso de agresion

sexual, robo y hurto utilizando una prueba inmunocromatografica

MUESTRA REQUERIDA
Muestras de orina y de sangre
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PROCEDIMIENTO

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Los test de embarazo son ensayos colorimétricos de fase solida para la deteccion
cualitativa de niveles elevados de hCG en orina o suero.

Si hay presencia de HCG en la muestra en un nivel igual o superior a 25 mlU/mL
hay la formacion de una banda de color diferenciado un resultado positivo de la

prueba para HCG.

De acuerdo a test disponible se sigue las instrucciones del mismo.

LIMITACION DE RESULTADOS

1. Sila muestra de orina esta demasiado diluida, no pueden contener niveles
representativos de HCG.

2. Un grupo de estados de enfermedad, ademas del embarazo, tales como la
enfermedad trofoblastica, teratomas proteinurias, hematuria, coriocarcinoma
ovarico y testicular pueden causar niveles elevados de HCG. Este diagndstico
debe ser considerado con evidencia clinica.

3. El embarazo ectdpico no puede no puede distinguirse del embarazo normal
al realizar unicamente mediciones de HCG.

4. No deben usarse muestras hemolizadas o lipémicas ya que pueden

presentar resultados inferiores o erréneos.

Los niveles positivos de HCG pueden ser detectables durante varios dias después

de un parto o aborto.
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ANEXOS

ANEXO 1. PREPARACION DE REACTIVOS TINCION ARBOL DE NAVIDAD

COLORANTE ROJO RAPIDO NUCLEAR(KERNECHTROT)
(SOL .1)

REACTIVO CANTIDAD

ROJO RAPIDO NUCLEAR 100 mg

SULFATO DE ALUMINIO 5.0 gr

AGUA DESTILADA 100 ml

COLORANTE INDIGO CARMIN (SOL. 2)
ACIDO PICRICO(comercial) 300 ml
INDIGO CARMIN 1.0gr

COLORANTE ROJO RAPIDO NUCLEAR

1. Calentar a ebulliciébn 100 ml de Agua destilada y disolver el sulfato de
aluminio.

2. Adicionar el colorante rojo rapido nuclear,

3. mezclar con agitador mecanico o varilla de vidrio hasta disolucion
completa.

4. Enfriar y filtrar en papel Wathman # 1

5. almacenar en frasco gotero ambar.

La solucion Kernechtrot es estable a temperatura ambiente hasta 6 meses, pero

puede ser necesario filtrarlo de nuevo después de estar sin movimiento.

COLORANTE INDIGO CARMIN

1. Disolver 1 gr de colorante indigo en 300 ml de acido picrico comercial

2. Mezclar perfectamente con agitador mecénico o varilla de vidrio
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3. Filtrar

4. Guardar en frasco ambar.

La solucién picroindigocarmin es estable a temperatura ambiente hasta 6 meses,

pero puede ser necesario filtrarlo de nuevo después de estar sin movimiento
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ANEXO 2 FORMATO DE SOLICITUD DE ANALISIS

FORMATO DE FORMULARIO PARA SOLICITUD DE ANALISIS BIOLOGICO

Reconocimiento médico legal |:| Autopsia |:| Exhumacion I:I
NOMBRES:

EDAD:

Se solicita el estudio de: FLAGRANCIA: |:| |:| NO

INVESTIGACION DE RESTOS DE SEMEN |:| PRUEBA DE EMBARAZO ]
DETERMINACION DE SANGRE |:|

DETERMINACION DE PROTEINA P30 |:|

BUSQUEDA DE ESPERMATOZOIDES |:|
DETERMINACION DE ORINA |:|

OTROS: DETERMINACION DE SALIVA

Objetivo de la investigacion

Antecedentes y datos de interés.(detallar si se conoce fecha de los hechos, antigliedad/conservacién de

las muestras)
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CADENA DE CUSTODIA

La toma de muestras fue el dia de ....... [oo..... [ooiiiil.

Fecha de remisién de muestras al
laboratorio:................... Lo, L

procede)

Transporte efectuado

SE REMITEN MUESTRAS DE:

[] Lavado []Hisopo [] Prendas de vest[_] Soportes solidos (- cuhil:

. Estudio de: Estudio de:
piedras, machete, etc.)

[] Vaginal, N°_["]Vaginal, N°__[] Semen ] Semen []
Sangre ]
[]Bucal, N°__ [JVulvar, N°__ [] Sangre [] Sangre
Orina
[]Anal,N°__ [JAnal, N°_ [] Otros [ Otros

DESCRIPCION E IDENTIFICACION DE LA/S MUESTRAS:
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ANTECEDENTES EN CASO DE AGRESION SEXUAL:
Fecha y hora en que ocurrio la agresion:

Fecha de la ultima menstruacion: ...
Relaciones sexuales proximas a la agresion (especificar):

Datos observados en la valoracion ginecolégica que sean de interés: (gesgarros
antiguos o recientes, sangrado, aseo

previo) ......................................................................................................

Correo electrénico
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ANEXO 3 FORMULARIO PARA ENVIO DE MUESTRAS

LARIO PARA ENVIO DE MUESTRAS - CADENA DE CUSTODIA

3 e

e S

No de caso:

Caja p Bolsa de
papel
Funda Tubos de Otro
pléstica plastico
Entregado por: Recibido por:
Nombre: Nombre:
C.l: Ccl:
Institucion: Instituciéon:
Fecha/hora: Fecha/hora:
Entregado por: Recibido por:
Nombre: Nombre:
C.l: C.l:
Institucién: Institucion:
Fecha/hora: Fecha/hora:
Entregado por: Recibido por:
Nombre: Nombre:
C.l: C.l:
Institucién: Institucién:
Fecha/hora: Fecha/hora:

ANEXO 4 FORMATO DE INFORME PERICIAL
INFORME (PERICIAL/TECNICO) BIOLOGICO FORENSE

INFORMACION GENERAL
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Cddigo:

Indagacion /
Instruccion /
Causa
Entidad y
Autoridad
solicitante:
Evidencias
recibidas y
analizadas:
Responsable
entrega de
evidencia:
Responsable
recepcion de
evidencia:
Peritos
Delegados
Fechay horade
recepcion de
evidencias:
Objetivo (s):

Fecha entrega

del informe:

1. METODOLOGIA:

PRINCIPIOS DE LAS TECNICAS.
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2. RESULTADOS

NOTA: Los remanentes de muestras bioldgicas seran trasladados al centro de

acopio con numero de cadena de custodia

Es todo cuanto podemos informar, de acuerdo a lo que se nos ha solicitado
Atentamente,

Nombre del Analista

Acreditacion CNJ

Correo electrénico

GLOSARIO

Anédlisis.- Estudio técnico - cientifico a los indicios.
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Cadena de Custodia.-

Es el conjunto de actividades y procedimientos secuenciales que se aplican en la
proteccion y aseguramiento de los indicios y/o evidencias fisicas y digitales, desde
la localizacién en la escena del delito o lugar de los hechos, hasta su presentacion
ante el Juzgador y/o disposicion final

Embalaje.- Maniobra fundamental en el lugar de los hechos para proteger los
indicios y/o evidencias durante el transporte al centro de acopio o almacén de
evidencias.

Evidencia.- Todo que ha sido usado, abandonado, dejado, quitado, cambiado o
contaminado durante la comision de un delito, sea por el sospechoso o la victima.
Certeza clara y manifiesta de una cosa.

Indicio.- Fendmeno que permite conocer o inferir la obtencion de la prueba.

Experticia.- Término asignado al examen o trabajo pericial.

Integridad.-Elemento fisico o digital completo que ha sido recolectado en la
escena del delito, manteniendo las mismas cualidades que al momento de su
recoleccion

Levantamiento.- Maniobra técnica desarrollada en el lugar de los hechos con el
fin de aprehender los indicios y/o evidencias sin que se afecte su forma,
estructura o cantidad

Perito.- Persona que poseyendo especiales conocimientos tedricos o practicos
informa bajo juramento al juzgador en cuanto se relaciona a su saber o

experiencia

Prueba.- Es todo instrumento u otro medio, con el que se pretende mostrar la
verdad o falsedad de un objeto o cosa.

Rotulado.- Operacion técnica en la que se hace constar todos los datos técnicos,
informacion y caracteristicas de una evidencia determinada, de una manera
detallada, generalmente en una tarjeta o adhesivo.

Traslado.- Es el movimiento que se hace de los elementos fisicos materia de
prueba de un sitio a otro.

TINCION ARBOL DE NAVIDAD: Técnica forense de coloracion, empleada para

la tincidn de espermatozoides.
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Uritrace: es una prueba comercial que se utiliza para la deteccion de orina.

ABREVIATURAS

HCG: Hormona gonadotrofina coridnica.

P30: Proteina de origen prostatico humano.
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