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1) RESUMEN

En los ultimos afios, las necesidades con respecto a la informacién analitica requerida por
partes de diferentes entidades o particulares han ido evolucionando, de modo que, en la actualidad,
se busca aportar al cliente, exclusivamente, la informacidn que necesita en un periodo corto de tiempo
Yy que esto suponga bajos costes a nivel econdmico. Por esta razén, la Quimica Analitica también ha
evolucionado para cubrir estas nuevas necesidades y, para ello, se han desarrollado los métodos de
screening. Estos métodos destacan por ser sencillos, rapidos y baratos, pudiéndose aplicar en diversos
ambitos, tales como medicina, medioambiente, industria alimentaria y farmacéutica, entre otros. Una
de las aplicaciones que esta en auge es el ambito forense ya que precisa de métodos rapidos y eficaces
gue puedan ayudar en la resolucién de cuestiones de indole juridico en lo que respecta a la parte de
investigacion y analisis quimico del proceso. Por ejemplo, son muy utilizados para la deteccion de
fluidos biolégicos como sangre y semen en diferentes tipos de delitos como pueden ser violaciones
sexuales, agresiones, etc. También tiene gran relevancia en la proteccion de la seguridad vial
permitiendo el control del consumo de alcohol y drogas en los conductores, o en la deteccidn de otras
sustancias peligrosas como son los explosivos con el fin de proteger a los ciudadanos contra posibles
ataques terroristas. Por todo esto, es conveniente el continuo estudio y desarrollo de estos métodos
para mejorar las posibilidades analiticas que proporcionan.

ABSTRACT

In recent years, the needs with regard to the analytical information required by parts of
different entities or individuals have evolved, so that, at present, it is sought to provide to the client,
exclusively, the information they need in a short period of time and that this implies low costs at an
economic level. For this reason, Analytical Chemistry has also evolved to meet these new needs and,
to this aim, screening methods have been developed. These methods stand out for being simple, fast
and inexpensive, and can be applied in various fields, such as medicine, environment, food and
pharmaceutical industry, among others. One of the applications that is on the rise is the field of
forensics as it requires rapid and effective methods that can assist in the resolution of legal issues with
regard to the research and chemical analysis part of the process. For example, they are widely used
for the detection of biological fluids such as blood and semen in different types of crimes such as rape,
aggression, etc. They also have great relevance in the protection of road safety allowing the control of
alcohol and drug use in drivers, or in the detection of other dangerous substances such as explosives
in order to protect citizens from possible terrorist attacks. For all these reasons, it is advisable to
continuously study and develop these methods in order to improve the analytical possibilities they
provide.



2) OBJETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado de tipo 4 es la realizacion de una memoria
bibliografica original y critica basada en los métodos de screening y en su aplicacién en los diferentes
campos analiticos, centrandose fundamentalmente en el dmbito forense. A partir de este objetivo
principal se derivan otros objetivos mas especificos que se enumeran a continuacion:

1. Realizar busquedas bibliograficas en fuentes contrastadas de conocimientos en Quimica
Analitica acerca del tema principal del trabajo, es decir, los métodos de screening.

2. Dar a conocer la tendencia de la Quimica Analitica hasta la actualidad, contextualizando los
métodos de screening.

3. Presentar las aplicaciones de los métodos de screening en los campos mas relevantes.

4. Desarrollar las principales aplicaciones de los métodos de screening en el ambito forense,
concretamente, en el andlisis de alcohol, drogas, sangre, semen y explosivos.

5. Poner de manifiesto los conocimientos adquiridos a lo largo del grado.

3) INTRODUCCION

En los ultimos afnos, la demanda de informacidn con respecto a las determinaciones quimicas
por parte de los clientes, como pueden ser entidades publicas o privadas, particulares o incluso la
propia legislacién, ha evolucionado drasticamente 12 por lo que el enfoque de la Quimica Analitica
también lo ha hecho. Esta evolucién se plasma fundamentalmente en la manera de describir esta
disciplina, pudiendo ser una definicion completa la siguiente: "La quimica analitica es una disciplina
metroldgica que desarrolla, optimiza y aplica procesos de medicion destinados a producir informacion
(bio)quimica de calidad de tipo global y parcial a partir de objetos y sistemas naturales y artificiales
para resolver problemas analiticos derivados de las necesidades de informacién.”  Por tanto, la
Quimica Analitica tiene dos objetivos principales, unos mayorizantes, que consisten en obtener la
maxima informacién con la maxima calidad metroldgica posible, y otros minorizantes, que se basan en
obtener esa informacion de calidad utilizando la menor cantidad factible de tiempo, costes, material,
recursos humanos y riesgos para el medioambiente. Ambos objetivos son contradictorios entre si por
lo que es necesario adoptar un compromiso de calidad entre ellos, es decir, aportar, exclusivamente,
la calidad suficiente y necesaria demandada por el cliente rebajando asi los objetivos minorizantes
nombrados anteriormente.*
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Esta nueva tendencia que esta adoptando la Quimica Analitica durante estas ultimas décadas,
conduce al desarrollo de nuevos métodos analiticos capaces de cubrir las necesidades actuales, es
decir, la obtencién de la informacidn necesaria, de forma rapida y fiable, para solventar los problemas
analiticos que el cliente plantea.® Por tanto, se trata de ofrecer al cliente la informacién simplificada
que realmente necesita para solventar su problema, sin aportar ningin exceso de informacién que no
sea Util para ese propdsito.® Para ello, se han desarrollado los métodos analiticos de respuesta rapida
los cuales pueden aportan informacién tanto de tipo cualitativo como de tipo cuantitativo.” La
informacidn cualitativa proporciona una clasificacion con respecto a una referencia establecida, en
cambio, la informacién cuantitativa facilita nimeros que reflejan cantidades absolutas, en este caso,
de analito existente en una muestra.® Algunos ejemplos de métodos de respuesta rapida son los
sensores quimicos o bioquimicos que transforman una determinada actividad en una sefial, la
introduccion directa de muestras sélidas en determinados instrumentos, es decir, sin previo
tratamiento de las muestras, o los métodos de screening, los cuales se van a desarrollar a lo largo de
este trabajo.”

4) METODOS DE SCREENING
4.1) DEFINICION

Los métodos de screening son métodos analiticos de respuesta rapida de tipo binario (si/no)
informando sobre la presencia o ausencia de un analito o indicando si el analito esta por encima o por
debajo de un valor umbral.®> Por tanto, estos métodos proporcionan informacién cualitativa y
semicuantitativa,® aunque predomina el enfoque cualitativo.®

Estos métodos destacan por ser rapidos ya que, generalmente, no se suele necesitar un
tratamiento previo de la muestra que se quiere analizar y, en caso de que fuera necesario, el
tratamiento es sencillo, ademas, no se necesita un determinado tiempo para obtener la respuesta,
sino que se obtiene inmediatamente. Ademas, la aplicacidon de estos métodos de screening supone
una disminucién en el coste y una mayor facilidad de empleo con respecto a los métodos
convencionales ya que la instrumentacién de estos ultimos es mas costosa y posee una mayor
dificultad de manejo.

Por tanto, la principal ventaja por la que destacan estos métodos es su simplicidad #%°

y, por
ello, tienen numerosas aplicaciones en campos como la medicina,!! el medioambiente,®*? la industria
alimentaria,® la industria farmacéutica ** o, incluso, en el ambito forense * que serd en el que se
centrara este trabajo. Existe un inconveniente importante a tener en cuenta a la hora de aplicar los
métodos de screening, se trata de la posible obtencién de falsos resultados como respuestas del
método, es decir, la posibilidad de obtener una respuesta errénea.* Los falsos resultados se explicaran

mas ampliamente en el apartado de propiedades analiticas de los métodos de screening.

4.2) CLASIFICACION

Como se ha citado anteriormente, la tendencia de la Quimica Analitica actualmente es
proporcionar al cliente, Unicamente, la informacién que demanda y necesita. Esa informacion puede
ser de dos tipos, segun cual sea el objetivo, por tanto, existen dos tipos de métodos de screening: el

screening de analitos y el screening de muestras.®*>Y’



El screening de analitos se basa en determinar la presencia o ausencia de un analito o conjunto
de analitos en una muestra compleja o en una multideterminacion.®° Este tipo de screening presenta
gran utilidad en el campo de la quimica combinatoria que tiene especial aplicacidon en la industria
farmacéutica, mas concretamente, en el proceso de disefio y desarrollo de nuevos farmacos. Para ello,
se han desarrollado los conocidos como High Throughput Screening (HTS) que son métodos de
screening de alto rendimiento que permiten obtener una elevada cantidad de moléculas relacionadas
(denominadas bibliotecas) con una determinada aplicacion, es decir, con una actividad bioldgica
similar. La ventaja de la aplicacién de estos métodos de screening es la posibilidad de realizar un gran
nimero de reacciones en periodos de tiempo cortos.”*3

Por otro lado, el screening de muestras esta basado identificar y seleccionar aquellas muestras
gue contengan un analito o grupo de analitos por debajo o por encima de un valor umbral establecido.
Este tipo de sistemas permiten filtrar las muestras segln la respuesta que se obtiene, por lo que
también se les conocen como métodos o sistemas de cribado.®!>1® E| proceso se inicia con el analisis
de las muestras en cuestion, tras el cual se obtiene una respuesta. Si esta es positiva, es decir, el analito
se encuentra presente en la muestra o sobrepasa un determinado valor umbral, esa muestra pasa a
un segundo proceso de medida basado en un método cuantitativo convencional con objeto de
confirmar la presencia del analito buscado, o en caso de que fuera necesario, determinar su
concentracion. En el caso de obtener una respuesta negativa, las muestras no se someten al segundo
proceso de medida, por tanto, se descartan.’
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A partir de este momento, todo lo que se expone sobre los métodos de screening hace
referencia al screening de muestras ya que es el que mas aplicacion tiene hoy en dia en diversos
ambitos de interés como pueden ser el medioambiente, la medicina, la industria alimentaria y la
ciencia forense que es en la que se enfocara principalmente el trabajo en cuanto a aplicaciones.

El screening de muestras se puede clasificar teniendo en cuenta diferentes criterios. A
continuacién, se van a mostrar dos de las clasificaciones mas frecuentes: segin la complejidad de la

6,7,10 5,15,16

muestra y segun el sistema de deteccion que se utiliza en el método.

En alguna ocasion, es necesario un tratamiento de la muestra previo al método de screening
en funcién de la complejidad de esta, por tanto, teniendo en cuenta este aspecto, se pueden clasificar
los métodos de la siguiente manera:

| pIRECT SCREENING |

—»END
. I—>:
7’ . . .7 7 p 0“
método directamente. Es la situacion mas favorable .ﬂ S -

e Screening directo: no es necesario el tratamiento

previo de la muestra ya que se puede aplicar el

que se puede encontrar con respecto a |la

e
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Figura 3. Proceso de screening directo.’®

complejidad de la muestra.




e Screening con tratamiento simple de muestra: para poder aplicar el método de screening es

necesario un tratamiento no exhaustivo de la muestra, de manera répida y sencilla, previo al

proceso de screening.5”/1°
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Figura 4. Proceso de screening con tratamiento
simple de muestra.1°

e Screening con tratamiento complejo de muestra: se necesita aplicar un tratamiento exhaustivo a

la muestra antes de poder aplicar el método de screening pertinente. Se trata de la opcidén mas

desfavorable para la aplicacion de métodos de screening ya que supone un gasto de tiempo mayor

que en los casos anteriores.®”1°

I SCREENING AFTER A FULL SAMPLE TREATMENT—I

Figura 5. Proceso de screening con tratamiento

complejo de muestra.’®
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Una vez que se han realizado las operaciones previas, en el caso de ser necesarias, se somete
a la muestra al método de screening en el cual es posible tener diferentes sistemas de deteccion de la
sefial producida. La siguiente clasificacion se va a realizar en funcidn de cual sea el sistema de
deteccion:

e Screening sensorial: son métodos que utilizan los sentidos humanos como sistema de deteccion

para reconocer e interpretar la respuesta. El sentido mas empleado para registrar la respuesta es
la vista ya que muchos de ellos se basan en reacciones colorimétricas de complejaciéon o
precipitacidn en las que el analito reacciona con unos reactivos especificos. En estos métodos se
utilizan referencias predefinidas que relacionan el color con la concentracion de analito presente
en la muestra, de esta manera, se puede comparar el color
producido y obtener una respuesta de tipo binario, o incluso, en
algunos casos, se puede semicuantificar la sefial obtenida segin

la intensidad del color.>*>® Uno de los ejemplos mas conocidos y
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utilizados de screening sensorial son las tiras indicadoras de pH,
en las que mediante comparacion visual del color obtenido en la  Figura 6. Tiras indicadoras de
tira y una escala de colores de referencia, se puede pH con su escala de
semicuantificar el pH de la muestra en cuestién.®® referencia de colores.*®

e Screening instrumental: son métodos en los que se obtiene la respuesta instrumentalmente v,

posteriormente, se convierte a una respuesta de tipo binario. Para dar esta respuesta de tipo
binario, se compara la respuesta instrumental obtenida en la muestra con la respuesta
instrumental obtenida en una muestra de referencia que contiene el analito en su valor umbral,
de esta forma, se puede determinar si el analito estd por encima o por debajo de ese valor umbral
de referencia. Por tanto, estos métodos son métodos cuantitativos aplicados al analisis

cualitativo.>*>1®



Un ejemplo de screening instrumental, que se utiliza para controlar un problema
medioambiental de gran importancia, es la determinacidn de herbicidas en muestras de agua
por fluorescencia molecular. En primer lugar, se afaden los reactivos necesarios para producir
la reaccion de fluorescencia y, seguidamente, se mide la fluorescencia con un
espectrofluorimetro. En funcidon de la concentraciéon obtenida, comparandola con el limite
preestablecido, se obtiene una respuesta positiva o negativa, es decir, si se considera que ese
agua medioambiental estd contaminada por herbicidas o no.®

Se pueden realizar otras clasificaciones, por ejemplo, teniendo en cuenta el estado de agregacion de

la muestra (sélido, liquido o gas) o el lugar de aplicacién del método (in situ o en el laboratorio) ° pero

no tienen tanta importancia como las expuestas anteriormente.

5) POSIBILIDADES ANALITICAS DE LOS METODOS DE SCREENING
5.1) METODOLOGIA Y TECNICAS

Existe una amplia variedad de técnicas y metodologias aplicables a los métodos de screening,
lo que les permite adaptarse facilmente a las necesidades requeridas en cada una de sus aplicaciones.®

En el campo de los métodos de screening esta muy extendido el uso de la Quimica Seca, es
decir, la quimica en fase sdlida debido a las numerosas ventajas que presenta. En esta técnica se
inmovilizan y deshidratan los reactivos necesarios para que se produzca la reaccién sobre un soporte
sélido de matriz porosa, eliminando asi cualquier reactivo liquido y, por tanto, cualquier tipo de
problema relacionado con los liquidos como pueden ser contaminaciones y evaporaciones de los
reactivos. Las técnicas en Quimica Seca destacan por su sencilla aplicacién ya que Unicamente es
necesario aplicar la muestra sobre los reactivos en fase sélida. Existen dos tipos de sistemas reactivos
en Quimica Seca segun el soporte que se utiliza para inmovilizar los reactivos.?°

e Los slides son peliculas multicapa muy finas en las que la reaccidén se produce a través de las
diferentes capas que, generalmente, son cuatro: la capa de difusion la cual permite difundir
uniformemente la muestra, la capa de reactivo en la que se encuentran las sustancias necesarias
para que se lleve a cabo la reaccidn, la capa de indicador en la que el producto de la reaccion
forma un complejo colorido con una sustancia especifica, y por uUltimo la capa de soporte que esta
fabricada con un material transparente de plastico que permite el paso de la luz para que la
reaccion pueda ser medida por espectrofotometria, o por inspeccidn visual, en la que se mide el
cambio de coloracién una vez que tiene lugar la reaccidn. Este tipo de slide descrito se denomina
slide colorimétrico y es el mas comun.?

Dry slide technology

b T Figura 7. Slide colorimétrico en el que se indican las diferentes
— Scavenge ayer” capas expuestas anteriormente. La capa de filtrado se encuentra
- s solo en determinados slides y sirve para filtrar las sustancias que

pueden interferir en el resultado.?

— Support layer
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Existen diferentes tipos de slides seglin la metodologia que se utiliza:

o Slides potenciométricos: miden la diferencia de potencial que se establece entre la muestra 'y

una solucién de electrolitos de referencia gracias a un electrodo selectivo de iones (ESI). Se
utilizan para la determinacién de electrolitos como cloruro, sodio o potasio.?°

o Slides enziméticos: la sefial se mide por espectrofotometria realizando varias lecturas durante

la reaccion. Se emplean en reacciones en las que intervienen enzimas como la lactato
deshidrogenasa, la lipasa o la amilasa.??

e lastiras reactivas estan compuestas por un soporte de plastico que contiene una matriz que suele
ser de celulosa en la que estan impregnados los reactivos necesarios para que se produzca la
reaccion deseada. Para realizar la determinacidn la tira reactiva se sumerge en la disolucion de la
muestra a analizar o bien se deposita sobre ella un pequefio volumen de muestra. La medicidn de
la sefial se realiza midiendo el cambio de coloraciéon de la reaccidon una vez que ha tenido lugar, y
se puede realizar o bien por inspeccion visual o bien por espectrometria como se ha citado
anteriormente.?® Por ejemplo, el papel indicador de pH que se ha puesto nombrado como método
de screening sensorial es una tira reactiva, pero una de las aplicaciones mas conocidas es el test

2324 que se basa en un inmunoensayo cromatografico en la que se determina la

de embarazo
hormona hCG (Gonadotropina Coriénica Humana) que es producida por la placenta al cabo de
muy poco tiempo desde que se produce la implantacién del embridon y, por tanto, se puede
detectar en la orina de la paciente. La tira reactiva consta de una [
membrana en la que se inmovilizan anticuerpos especificos de la hCG en
la linea de test. Cuando se sumerge la tira en la muestra de orina, esta
reacciona con las particulas de oro coloidal fijadas con anticuerpos anti- F ’f;c$:;:°:itienc N

hCG previamente inmovilizados en la tira de reaccion, avanzando hacia el
otro extremo de la tira por accidn capilar. Si el resultado es positivo, los
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anticuerpos especificos fijados en la membrana reaccionan con la mezcla

de la muestra y aparecen unas lineas coloreadas. Siempre aparece Una  sueseazios 1o zuearazaos
linea roja como control para poder comparar y verificar que se ha  Figura 8.  Tiras
realizado el ensayo en las condiciones adecuadas. Se trata de un método  reactivas para el test
de screening sensorial ya que la lectura de la respuesta se realiza por ~ de embarazo.*
inspeccion visual.?®

Ademads de la Quimica Seca, otra metodologia que estd en auge es la de los sensores que son
dispositivos capaces de transformar la informacion quimica que se obtiene en el proceso analitico en
una sefal, generalmente eléctrica, Util que el instrumento de medida si que es capaz de interpretar,
simplificando el proceso. Los sensores estan compuestos por dos elementos: un receptor y un
transductor. El receptor se encarga de recibir la informacidon quimica que, normalmente es la
concentracién de analito que esta presente en una muestra, y transformarla en una sefial de tipo
guimico o fisico. El transductor es el que se encarga de transformar la sefial quimica o fisica obtenida
por el detector en una sefial de tipo eléctrico que el instrumento es capaz de reconocer e interpretar.
Los sensores se pueden clasificar segln el tipo de técnica que se emplee en la medida de la sefial que
suministra el transductor % y se dividen en los siguientes grupos:



e Electroquimicos: son los mas comunes. Transforman una sefial quimica, que suele ser la
concentracién de analito en una muestra, en una eléctrica que puede ser medida por diferentes
técnicas como son la potenciometria, amperometria o conductimetria, por eso se clasifican los
sensores electroquimicos en sensores potenciométricos, amperomeétricos o conductimétricos.

e Opticos: la sefial que percibe el receptor es debida a la interacciéon de la radiacién
electromagnética con el analito de interés. Pueden detectar la interaccidon con la radiacion de
diferentes zonas del espectro electromagnético.

e Piezoeléctricos: la sefial que llega al detector es un cambio de masa debido a la interaccién del
analito con el sensor. Estan compuestos por materiales piezoeléctricos, es decir, materiales que
son capaces de transformar energia mecanica y vibracional en energia eléctrica.

Una de las aplicaciones con mayor interés actual es el control y medicion de gases
contaminantes en la atmésfera debido al problema medioambiental que suponen. Existen diferentes
tipos de sensores, electroquimicos, dpticos y piezoeléctricos, que permiten determinar numerosos

gases contaminantes in situ para controlar la calidad del aire, como por ejemplo, CO,, CO, NOy, H,S,
26

etc

Figura 9. Sensor dptico de CO, basado en la técnica de absorcion
en la region del infrarrojo. El sensor emite radiacion
electromagnética infrarroja por lo que cuando el CO; pasa entre
el emisor de luz y el receptor absorbe radiacion, entonces, llega
menor intensidad de Iluz al receptor que transforma en

concentracioén de CO,.?”

Existen otro tipo de sensores totalmente diferentes a los que se acaban de exponer: los
sensores quimicos colorimétricos, mas conocidos como tubos colorimétricos los cuales se emplean
para la determinacion de gases. Se basan en tubos de vidrio en cuyo interior se encuentra un material
poroso impregnado de los reactivos necesarios para que se produzca una reaccion de decoloracién
entre el gas o gases de interés y estos. Su manejo es muy sencillo haciéndose pasar directamente con
ayuda de una bomba el aire presente del lugar en el se quiere realizar la determinacion. La
concentracién del gas que se quiere determinar esta relacionada con la longitud que alcanza la
decoloracién sobre una escala graduada a lo largo del tubo pero, en ocasiones, este tipo de medida no
resulta util por lo que se procede a indicar la concentracion del gas basandose en la intensidad de la
decoloracién y comparandola con unos estandares de referencia.?®?° Entre las aplicaciones de mayor
interés cabe destacar la del ambito medioambiental, debido a la relevancia del problema de gases
contaminantes que existe en la actualidad. Por ejemplo, estos tubos colorimétricos se emplean para
medir el nivel de CO que se emite a la atmdsfera a causa de la combustion interna de los motores de
los vehiculos que circulan por las ciudades vy, asi, poder controlar la calidad del aire.?

Figura 10. Tubos Drdger para la medicion de CO en un rango de 2 a 60 ppm con 10 emboladas con
un tiempo de medicion de aproximadamente 4 minutos. En el tubo de la izquierda no se ha
introducido gas y presenta una coloracion blanca, en cambio, en el tubo de la derecha se aprecia el
cambio de coloracion a marrdn rosado y verde debido a la presencia de CO. Se produce la siguiente

= ™ reaccién:*®

v 5CO+ 1,0, — I, +5 CO,

10



Todas estas metodologias que se acaban de exponer se pueden combinar en dispositivos
comerciales denominados test kits que contienen todos los reactivos e instrumentos necesarios para
llevar a cabo un analisis especifico con las instrucciones necesarias para su uso. Una de las mayores
ventajas que poseen es que son portatiles lo que permite realizar los ensayos in situ de manera répida
y sencilla.®® Por lo general, los test kits se basan en reacciones colorimétricas en las que la
concentracién es proporcional a la intensidad del color obtenido en la reaccién, permitiendo comparar
la respuesta colorimétrica obtenida con unos colores de referencia. Cuando no se puede llevar a cabo
la determinacion del analito de interés por medio de reacciones colorimétricas, existen otras
metodologias que se utilizan en los test kits como, por ejemplo, la titrimetria que consiste en un analisis
volumétrico en el que se afiade gota a gota el reactivo a la muestra junto con un indicador que vira en
el punto final de la valoracién. En este tipo de analisis se cuentan las gotas que se han afiadido hasta
qgue se ha llegado al punto final de la valoracién y se hace una conversidon del nimero de gotas a
unidades de concentracién segun las instrucciones que contiene el test kit en cuestion.>!

Un ejemplo de aplicacion de un test kit es el que se utiliza para controlar la calidad del agua
gue es de gran importancia ya si estuviera contaminada, podria suponer un problema medioambiental.
A continuacion, se muestra un ejemplo de kit para el analisis de aguas, mas concretamente, para la
determinacién de nitritos en aguas.?! Los nitritos en concentraciones elevadas en aguas de consumo
pueden provocar la enfermedad conocida como metahemoglobinemia, sobre todo en nifos vy
lactantes, ** la cual supone la presencia de mas del 1% de metahemoglobina del valor total de
hemoglobina en sangre. La metahemoglobina se forma cuando el hierro pasa de estado de oxidacién
() a estado de oxidacion (Ill) en la hemoglobina y disminuye la capacidad para transportar el oxigeno
disuelto en la sangre lo que puede ocasionar un grave problema para la salud.3®* Ademads, los nitritos
reaccionan con aminas secundarias en medio acido, como lo es el medio gastrico, formando
nitrosaminas que son compuestos potencialmente carcinégenos.>?

Figura 11. Kit de ensayo para el andlisis de aguas VISOCOLOR?® nitrito.
Consiste en un ensayo colorimétrico en el que la sulfanilamida es
diazotizada por nitrito en medio dcido dando lugar a una sal de
diazonio que se acopla con una amina formando un colorante rojo
intenso que se evalua por comparacion visual del color obtenido con

los colores de referencia que contiene el kit.3!

Ademas de los test kits quimicos, es decir, los que se acaban de exponer, existen otros de tipo
bioldgico como pueden ser ensayos enzimaticos que son utilizados en la industria alimentaria para la
determinacidon de componentes de los alimentos como pueden ser azucares, alcoholes o acidos
organicos entre otros y poder controlar la seguridad alimentaria. Este tipo de ensayos se basan en la
medicion de la actividad enzimatica de una enzima especifica con el analito de interés. Las coenzimas
NADH y NADPH participan en la mayoria de las reacciones bioquimicas y absorben luz UV de 340 nm
en su forma reducida pero no en la oxidada (NAD+ y NADP+), por lo que se utiliza esta propiedad para
realizar la medicién del descenso de absorbancia con un fotometro, a medida que se consumen las
coenzimas.?* Otro tipo de test kits bioldgicos son los inmunoensayos entre los que destaca la conocida
técnica ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay o ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas)
la cual se va a exponer mas ampliamente a continuacidn debido a su gran importancia en el campo de
la medicina.
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El ELISA sirve para detectar selectivamente antigenos (Ag) diana,*>®

es decir, sustancias que
el organismo reconoce como extraifias, ya sean de origen exdégeno o enddgeno, pero no
necesariamente desencadenan una respuesta inmune, o anticuerpos (Ac) diana que son proteinas
producidas como respuesta a la presencia una sustancia extrafia, es decir, de un antigeno y tienen gran
afinidad y especificidad por estos.?” Tanto los Ag como los Ac que se quieren detectar se encuentran
en solucion. Existen diferentes variantes de ensayos del tipo ELISA, a continuacidn, se van a explicar
suponiendo que el analito es el Ag (en el caso en el que el Ac fuera el analito el proceso seria el mismo,

pero cambiando el Ag por Ac y viceversa):

e ELISA directo: consiste en inmovilizar sobre una placa de 96 pocillos,
generalmente, el Ag que se encuentra presente en la solucion muestra.
Se afiade a los pocillos un Ac especifico para ese Ag unido a una
enzima, entonces, si se encuentra presente el Ag en la muestra se

| I

| | I
formaran inmunocomplejos Ag-Ac con actividad enzimatica. Se realiza ' ESa
un lavado para eliminar los Ac unidos a enzimas que no han formado Figura 12. Placa con 96
complejos con los Ag y otros compuestos y, finalmente, se afiade un

pocillos en la que se ha
sustrato que reacciona con la enzima de los complejos Ag-Ac dando  reqlizado el ELISA. La
lugar a la aparicién de color que es medido por espectrofotometria o coloracién verde indica
por simple inspeccion visual. Por tanto, si en la muestra existe el Ag  la presencia de la
aparecera un cambio de color, por el contrario, si no esta presente, no  proteina analito.*®

se producird reaccion y la coloracion no cambiara.

e ELISA indirecto: al igual que en el ELISA directo, se inmoviliza el Ag de interés sobre la placay, a
continuacidn, se afiade un Ac primario sin marcar especifico para el Ag de interés que se une al
este y un Ac secundario marcado con una enzima que se une al Ac primario. Se afiade el sustrato
gue reacciona con la enzima y se produce la coloracion. La ventaja del ELISA indirecto es la
amplificacion de la sefial debido a que el Ac primario contiene varios puntos de unidn a los que se
pueden unir mas de un Ac secundario marcado, por lo que al afiadirse el sustrato hay mas cantidad
de enzimas que reaccionan y, por tanto, se produce una coloraciéon con mayor intensidad.

e ELISA sandwich: en este tipo de ensayo se inmoviliza sobre la placa, a diferencia de los expuestos
anteriormente, Ac sin marcar denominados Ac de captura y sobre ellos se afiade la solucién de
muestra. Si existen Ag seran captados por los Ac de captura. Seguidamente, se afiade un segundo
Ac marcado con enzima denominado Ac de deteccidn que se une a los Ag unidos a su vez a los Ac
de captura quedando asi los Ag entre los Ac de captura que se encuentran en la base y los Ac de
deteccién, de ahi su denominacion de tipo sandwich. En el caso de que no esté marcado el Ac de
deteccidon se afiade otro Ac marcado que se une al de deteccion. Finalmente, se adiciona el
sustrato que reacciona con la enzima y produce el color.

e ELISA competitivo: como primer paso se inmoviliza sobre la placa un Ag de referencia que es el

mismo que el que contiene la muestra. Por otra parte, se incuba un exceso de Ac primario sin
marcar con la muestra, formandose complejos Ac-Ag. Esta solucién que contiene los complejos es
afiadida sobre la placa donde se encuentran inmovilizados los Ag de referencia que compite con
el Ag de la muestra por unirse al Ac. Posteriormente, se anade un Ac secundario marcado con una
enzima que se une al Ac primario que esta unido con el Ag de referencia. Para finalizar, se adiciona

12



el sustrato que reacciona con las enzimas produciendo el color siendo la intensidad de este

inversamente proporcional a la cantidad de Ag presente en la muestra.3>3%3°
Substrate
(;\'{:
ne
‘Su?strate )
Qe
f?‘yi: / \ é Substrate
b Qe ; ;
' 3,;;‘9 )\ Secondery aniocy 4 k\ wiicr p (;-;5 Figura 13. Tipos de
)k R ) o /\ )k ELISA que existen.*
Primary Antibody \ /
/ \ Conjugate / \ Capture Antibody . / \
2@ [ ) [ )
DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA COMPETITIVE ELISA

El test de embarazo que se ha expuesto como aplicacién de tira reactiva se basa en el mismo
principio que el ELISA pero en vez de inmovilizar los Ac sobre la placa se fijan a la tira reactiva.

Otro ejemplo de inmunoensayo del tipo ELISA es su aplicacidon, como prueba de diagndstico,

para la deteccidn del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) 4>*3

gue es un retrovirus, es decir, un
virus que posee RNA como material genético y que lo convierte en DNA a través de una enzima
denominada transcriptasa inversa al penetrar en la célula huésped. Lo que produce es una destruccion
de los linfocitos CD4, encargados de la creacion de anticuerpos, por lo que el sistema inmunitario se
va destruyendo progresivamente lo que supone una disminucién en la capacidad de defensa contra
enfermedades infecciosas y ciertas clases de tumores.** Antes de que el organismo cree anticuerpos
contra el VIH, el nivel de antigeno p24 en sangre es muy elevado por lo que es el antigeno que se utiliza
con el ELISA para detectar el VIH. Pero la ventaja que tiene este inmunoensayo en la deteccién del VIH
es que ademas de detectar el antigeno p24 es capaz de detectar los anticuerpos una vez creados, el
VIH-1 vy el VIH-2 que corresponden a dos tipos de VIH diferentes. Tras realizar el ELISA, si el resultado

es positivo, es necesario la confirmacion mediante una prueba mas concreta y precisa.***

5.2) CARACTERIZACION ANALITICA Y CALIDAD DE LOS METODOS
5.2.1) PROPIEDADES ANALITICAS

En Quimica Analitica, es muy importante que el proceso analitico y los resultados obtenidos a
través de los métodos analiticos tengan una calidad éptima con el fin de que los resultados
proporcionados al cliente posean una buena aceptacion y credibilidad. Para poder establecer la calidad
del método analitico es necesario considerar las propiedades analiticas ya que son buenos indicadores
de la calidad.

Respecto a la calidad de los resultados, los indicadores de la calidad son las propiedades
analiticas supremas las cuales son la representatividad que hace referencia al grado de concordancia
entre la muestra que llega al laboratorio y el objeto de estudio, es decir, la informacién requerida por
el cliente; y la exactitud que representa el grado de concordancia entre el resultado obtenido vy el
resultado considerado como verdadero.'*'> Esta Ultima estd relacionada con dos conceptos
metrolégicos muy importantes que son la incertidumbre la cual representa una dispersion alrededor
del valor considerado como verdadero en la que se encuentra el resultado obtenido con el método, y
la trazabilidad, propiedad asociada al resultado de una medida que puede ser comparada con unos

valores de referencia teniendo en cuenta las incertidumbres.*®*’
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Para evaluar la calidad del proceso analitico se tienen que estudiar las propiedades analiticas
basicas, las cuales son la precision, que indica el grado de concordancia entre los resultados obtenidos
al aplicar el mismo método de manera repetida e independiente; la robustez, la cual evallua la
resistencia al cambio en los resultados al modificar levemente las condiciones experimentales; la
selectividad que es la capacidad del método para generar una respuesta que solo depende del analito
de interés, es decir, indica el grado de interferencia de unas especies sobre otras; y la sensibilidad que
denota la capacidad del método de discriminar entre concentraciones semejantes de analito o bien de
detectar o determinar la minima concentracién de analito. Ademas de las propiedades analiticas
basicas que se acaban de definir, también hay que tener en cuenta las propiedades analiticas
productivas que son la rapidez, los costes y los factores relacionados con el personal.>* 1°

Como se ha citado anteriormente, los métodos de screening son métodos analiticos de
respuesta rapida cualitativos y semicuantitativos, por lo que hay que hacer un estudio particular de
sus propiedades analiticas debido a que algunas de las propiedades mencionadas anteriormente no
son atribuibles a los métodos cualitativos.**® A continuacién, se van a exponer los pardmetros que
caracterizan, en concreto, a los métodos cualitativos y, por tanto, a los métodos de screening.

Como ya se menciond en el apartado de definicion, el inconveniente de los métodos de
screening es la posible obtencidn de falsos resultados. El conjunto de falsos resultados estd compuesto
por los falsos positivos (FP) (respuesta positiva obtenida por el método de screening pero negativa

obtenida por el método que se toma como referencia) y por los falsos negativos (FN) (respuesta

negativa por el método de screening pero positiva por el método de referencia). Estos conceptos son
especificos de los métodos cualitativos ya que no tienen su equivalente en los métodos cuantitativos.
Existen otros conceptos como verdaderos positivos (VP) que son los resultados con respuesta positiva

obtenida tanto por el método de screening como por el de referencia, y los verdaderos negativos (VN)

qgue son los resultados con respuesta negativa obtenida por ambos métodos. A la proporcién de
resultados correctos, es decir, la proporcidon de VP + VN se le denomina exactitud diagnodstica (ED) y
expresa el grado de concordancia entre el resultado obtenido y el valor de referencia tomado como

verdadero. ¥*1*

B VP + VN
" VP+VN+FP+FN

ED

Tanto la exactitud como la precisién no son aplicables a los métodos de screening ya que por
su definicién no son atribuibles a métodos cualitativos. Como se ha explicado anteriormente, la
incertidumbre esta relacionada con la exactitud y tampoco se puede aplicar directamente al analisis
cualitativo por lo que surge una nueva propiedad analitica suprema denominada no-fiabilidad
(también se puede trabajar con el término fiabilidad) que engloba a la exactitud y a la precisién vy,
ademds, depende de la robustez, la selectividad y la sensibilidad.'* Esta propiedad expresa la
proporcion de respuestas incorrectas de tipo Si (falso positivo) y de tipo NO (falso negativo)'’ de n
alicuotas (los estudios se suelen realizar con n>30) de una muestra patrén o un material de referencia
certificado (CRM) y sometidas al mismo método de screening.! Es decir, se tiene que asumir un cierto
riesgo, con un determinado nivel de probabilidad, de que los métodos de screening conduzcan a
resultados incorrectos.”® Un aspecto muy importante a tener en cuenta es que la fiabilidad esta
relacionada de manera directa con la concentracion de analito, es decir, cuanto mayor sea la
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concentracién de analito, mayor fiabilidad se obtendra. El porcentaje de fiabilidad se obtiene de la
siguiente manera:!

% fiabilidad = 100% — % falsos positivos — % falsos negativos

En lo referente al otro concepto metroldgico derivado de la exactitud, la trazabilidad, como se
ha visto anteriormente, es una propiedad asociada al resultado de una medida que puede ser
comparada con unos valores de referencia teniendo en cuenta las incertidumbres. En el caso de los
métodos de screening, las incertidumbres se sustituyen por la no-fiabilidad ya que, como se ha citado,
la incertidumbre no es aplicable a métodos cualitativos. Generalmente, en los métodos cuantitativos
se utilizan Materiales Certificados de Referencia, CRMs, para realizar las comparaciones necesarias, en
cambio, en lo que respecta a métodos cualitativos, no existen CRMs por lo que las comparaciones se
realizan en consideracién a métodos de referencia, MR, que, frecuentemente, son métodos
cuantitativos.’

Por tanto, de las propiedades analiticas supremas, la exactitud no es aplicable a los métodos
de screening, en cambio, si lo es la representatividad que mantiene su significado tanto para analisis
cuantitativo como para analisis cualitativo.!

Con lo que respecta a las propiedades analiticas basicas, la precision estd incluida en la
fiabilidad como se acaba de mencionar, y la sensibilidad, la selectividad y la robustez sufren algunas
modificaciones en cuanto a conceptos para los métodos cualitativos, es decir, los métodos de
screening, con respecto a los métodos cuantitativos. Se van a definir a continuacion.

La sensibilidad (S), aplicada a un método de screening, es decir, a un método cualitativo, es la
capacidad del método de obtener un resultado positivo cuando realmente lo es. Por tanto, se puede
definir como la proporcién de respuestas positivas que genera el método para muestras que se sabe
que contienen el analito.58 Generalmente, se expresa como probabilidad y se puede calcular como
el cociente entre los resultados obtenidos por el método de screening como positivos, los verdaderos
positivos (VP), y el niUmero total de resultados positivos conocidos, es decir, los verdaderos positivos
(VP) junto con los falsos negativos (FN) :16

vp

S=VPTEN

La selectividad pasa a denominarse especificidad (E) y es definida, de manera andloga a la
sensibilidad, como la proporcién de verdaderos negativos que son correctamente identificados por el
método de screening como respuestas negativas.’® También se puede definir como la capacidad del
método de detectar el analito en la matriz en una forma determinada o como el grado de interferencia
gue tienen otras sustancias que se encuentran en la matriz, diferentes al analito, en el momento de la
deteccion.>® Se calcula de la siguiente manera:®

- VN
"~ VN +FP

La robustez representa el grado de resistencia del método de screening a sufrir un cambio en
la respuesta de tipo binario al modificar ligeramente las condiciones experimentales sobre diferentes

15



alicuotas de la misma muestra. Por consiguiente, la robustez permite establecer qué variables
experimentales son criticas para poder asegurar la fiabilidad de la respuesta obtenida con el método.?

Seguidamente, se van a exponer otros pardmetros caracteristicos de los métodos de screening.

El limite de deteccién (LOD) esta relacionado con la sensibilidad ya que es el Unico pardmetro
gue se puede utilizar para expresar matematicamente esta propiedad. Se define como el pardmetro
que expresa la minima concentracion de analito que proporciona una sefial distinguible,
estadisticamente, de una sefial correspondiente a un blanco, es decir, a una muestra que no contiene
analito.! Existen otras definiciones del LOD en las que se tienen en cuenta los errores de tipo alfa
(probabilidad de obtener un falso positivo) y de tipo beta (probabilidad de obtener un falso negativo),
dependiendo de la definicién. Si se considera el LOD como la minima concentracién de analito que el
método puede detectar como una respuesta positiva en una matriz, solamente se tiene en cuenta la
probabilidad de cometer un error de tipo beta que, por lo general, se suele considerar del 5%. Esta
definicidn se utiliza cuando lo que interesa evaluar es la maxima concentracion permitida de analito
en una muestray, en este caso, el LOD coincide con el valor de corte y con el limite superior de la zona
de no-fiabilidad donde la sensibilidad es del 95%. El caso contrario es la evaluaciéon de la minima
concentracién permitida de analito, entonces, solo se considera la probabilidad de cometer un error
de tipo alfa, también generalmente se considera del 5%. En esta situacién, el LOD coincide con el limite
inferior de la regién de no-fiabilidad.

El valor del limite de corte o Cut Off representa el nivel de concentracion en el cual el método
de screening es capaz de distinguir las muestras con una cierta probabilidad de cometer un error que,
como ya he citado anteriormente, suele considerarse del 5%. No debe confundirse con el valor umbral
que es la concentracién limite impuesta por el cliente.!®

Una vez definidos los conceptos de falsos resultados, cut-off y valor umbral, se puede definir
otro parametro analitico caracteristico de los métodos cualitativos que es la region de no-fiabilidad,
la cual muestra el intervalo de concentraciones de analito en torno al cut-off o al valor umbral en el
que se producen falsos resultados con una cierta probabilidad que suele ser del 5%.*
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Concluyendo, el resultado obtenido mediante un método cuantitativo se expresa como un
valor estimado del valor verdadero, acompafiado de su incertidumbre que estd asociada a la dispersion
de valores o el intervalo en el que se encuentra el valor verdadero con una cierta probabilidad:*>!

valor estimado + incertidumbre

16



A diferencia de los métodos de screening, ya que al tratarse de métodos cualitativos, el resultado se
expresa como una respuesta de tipo binario Si/NO acompafiada de la no-fiabilidad, es decir, la
probabilidad de error, que puede ser expresada como la region de no-fiabilidad:>°?

SI/NO + regién de no — fiabilidad

5.2.2) VALIDACION Y VERIFICACION

Antes de que un método pueda ser implementado en un laboratorio para su uso en el analisis
de rutina, debe ser validado.'®°%°2 Segiin la norma ISO 8402, la validacién de un método se define de
la siguiente manera: “Es la confirmacién mediante el examen y la provisidn de una evidencia objetiva
de que se han satisfecho unos requisitos particulares para un uso pretendido y especifico.”>?

La validacidn se utiliza para caracterizar los métodos >* y, previamente, es necesario establecer
unos requisitos de calidad para poder llevarla a cabo.®°%2 Especificamente, en el analisis cualitativo,
la validacién esta relacionada con la obtencién de un resultado que cumpla con los requisitos
preestablecidos, siendo muy importante que el objetivo del método se adecue a las necesidades del
cliente. Estos parametros de calidad son los que se han expuesto anteriormente, en concreto, los
parametros caracteristicos de los métodos de screening, como son el limite de deteccién (LOD), la
selectividad, la especificidad y la no-fiabilidad entre otros. Para evaluar estos parametros existen
diferentes metodologias que se van a explicar a continuacién:*®

e Tablas de Contingencia: muestran la probabilidad de que se den los VP, VN, FP y FN, comparando
los resultados obtenidos por el método de screening con los obtenidos por un método de

referencia, por tanto, a partir de ellas se pueden calcular los falsos resultados. Cabe destacar que
las tablas de contingencia dan una visidn global de la probabilidad y no son probabilidades
individuales asociadas a cada muestra. De hecho, los valores dependen del nimero de muestras
analizadas. Con ellos se puede calcular la sensibilidad y la especificidad.64®

SAMPLES
® Coe
° o/_\
L4 L Quantitative method . . .
I" "I'” e me - : Leyenda: Figura 15. Tabla de contingencia
Zqual or more ess Tota
hd 2x2 en la que se compara el
Positive tp fp tp+ip , .
: ' o tp: VP tn: VN método de screening con el
Negative fn tn fnttn métOdO de referencia'.‘lG
Total tp+fn fpttn N fp FP fn: FN

e Teorema de Bayes: permite calcular la probabilidad de que el método de screening dé un

resultado verdadero, ya sea positivo o negativo, cuando realmente es verdadero.'® A esta
probabilidad se le denomina probabilidad condicional y es individual, a diferencia de las
probabilidades que se dan en las tablas de contingencia, ya que es calculada para cada muestra
sometida al proceso de screening. De nuevo, se pueden calcular la especificidad, la sensibilidad y
los falsos resultados.>® Este teorema se utiliza con gran frecuencia en el andlisis forense.*

e Test Estadistico de Hipodtesis: se basa en la comparacion de la respuesta instrumental de una

muestra obtenida mediante el método de screening con la respuesta, obtenida en las mismas
condiciones y con el mismo método, de una muestra la cual contiene el analito en una
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concentracién especifica. Este test solamente es vélido cuando se obtienen respuestas
instrumentales ya que si la respuesta es de tipo sensorial no se puede cuantificar por encima o
por debajo del valor umbral. Este Test utiliza el error de tipo alfa (probabilidad de cometer un
falso positivo) y el error de tipo beta (probabilidad de cometer un falso negativo) permitiendo
estimar la fiabilidad del método de screening.6°°

e Curvas Caracteristicas: son curvas en las que se representa la probabilidad de obtener resultados

positivos por el método de screening frente a diferentes niveles de concentracion del analito de
interés. Al realizar esta representacion, se obtienen curvas sigmoidales con una pendiente y
amplitud caracteristicas de cada método de screening.’®%> Ademas de poderse calcular los falsos
resultados (FP y FN), la sensibilidad y la selectividad, a partir de estas Curvas se puede obtener el
limite de deteccién (LD), el limite de corte y el rango de no-fiabilidad en el que se puede aplicar el
método de screening. Estas Curvas tienen la desventaja de que se necesita la realizacion de
muchas muestras para cada nivel de concentracidn.t®

_ Sensibilidad=P(X)

=1-FN=100-p
Regién de Incertidumbypé
100 (| E— ——— TV
90 | H /i
80 | bt | Figura 16. Curva Caracteristica en la que se
= 70 F H /i
; o Py — indican la especificidad, la sensibilidad la region
E o o4ot (. de incertidumbre (no-fiabilidad), el limite de
30 | b e ., ;.
20 t iy : deteccion y el limite de corte.’”
10 | 14 H
PR e — ———
1.0 1.2 ya 1.6 1.8 29 2.4
AFB1 concentration (ppb) Cut-off
S _ > Cut-o
Espeuf:::dpa:; N)= Limite de deteccién

Una vez que se ha validado el método empleando las diferentes maneras metodologias para
evaluar los parametros de calidad necesarios, se lleva a cabo la verificacién, que no debe confundirse
con la validacidn ya que tienen diferentes enfoques.

La verificacion consiste en poder demostrar objetivamente que los requisitos que se
establecen en cada fase del método estudiado se cumplen correctamente, es decir, la validacion se
enfoca mas a los requisitos que afectan al resultado, mientras que la validacién se orienta hacia los
requisitos de las diferentes etapas del método.>?

6) APLICACIONES

Durante el trabajo se han ido exponiendo las aplicaciones mas importantes de los métodos de
screening. Por ejemplo, en el dmbito medioambiental se han explicado aplicaciones para el control de
gases contaminantes en el aire, como el sensor de CO,, y sustancias téxicas en el agua como el test kit
para analisis de nitritos. También se ha citado su aplicacién en la industria alimentaria donde destacan
los test kit basados en ensayos enzimaticos que permiten detectar diversos componentes en los
alimentos. Una de las aplicaciones que estd en auge y desarrollo actualmente son las pruebas de
diagnodstico, que se han nombrado al exponer el ejemplo de la deteccion del VIH. Debido al gran
impacto e importancia que tienen sobre las salud de las personas se van a comentar a continuacién
junto con algun ejemplo.

Las pruebas de diagndstico se realizan sobre pacientes asintomdticos que tienen una cierta
probabilidad de padecer una enfermedad, deficiencia o riesgo no conocidos con el fin de realizar un
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diagndstico presuntivo que no se debe confundir con un diagndstico es confirmacidn ya que este se
realiza cuando ya se ha desarrollado la enfermedad y existen sintomas. Una de las principales ventajas
de estas pruebas es que no son invasivas a diferencia de las técnicas de confirmacién que si lo son.*!

Dentro de las pruebas de diagndstico cabe hacer especial mencién de las biopsias liquidas que

constituyen una técnica innovadora y no invasiva en la deteccion y seguimiento del cancer ya que
detecta material tumoral que es liberado por los tumores al torrente sanguineo, concretamente, los
biomarcadores tumorales que se analizan en las biopsias liquidas son el DNA tumoral circulante
(ctDNA) y las células tumorales circulantes (CTCs). Se trata de una alternativa mucho mas rapida y con
menores costes a las biopsias de tejidos invasivas que conllevan la extraccién de un fragmento del
tumor que, en ocasiones, es complicado extraer debido a su localizacién, por lo que este problema se
facilita con las biopsias liquidas ya que se realiza el analisis en sangre. Otra de las ventajas que
presentan las biopsias liquidas es que representan de manera heterogénea el material tumoral que se
encuentra en el paciente mientras que las biopsias de tejidos son representativas exclusivamente de
una zona concreta del tumor.’®*” También se puede determinar el material tumoral en otro tipo de
fluidos como orina, saliva, liquido cefalorraquideo o derrames pleurales. Una vez que se extrae el fluido
del paciente se analiza por diferentes técnicas para encontrar los biomarcadores tumorales.*® Una de
las aplicaciones actuales de las biopsias liquidas es la deteccién del cancer colorrectal que suele
iniciarse como polipos en el colon o en el recto y se van desarrollando hasta convertirse en tumores
por lo que el principal objetivo de la biopsia liquida es detectarlo en un estado temprano y poder
extirpar los pdlipos antes de que deriven en cancer.’® En este caso, se detecta ctDNA que resulta ser
mas largo que los fragmentos de DNA normales aunque las células necréticas también pueden liberar
fragmentos mas largos de DNA por lo que si el paciente presenta heridas o inflamaciones puede dar
lugar a un falso positivo. Por este motivo, ademas del ctDNA se detecta el nivel de metilacién del gen
SEPT9 ya que se ha demostrado que esta metilacidn estd ligada al cancer colorrectal. Si esta prueba
diera un resultado positivo se pasaria a realizar una prueba de confirmacién como, por ejemplo, una
colonoscopia.>”>%0

Ademas de la biopsia liquida, existen otras pruebas de diagndstico para la deteccidén de sangre
en heces que es un posible sintoma de cancer colorrectal como son el test inmunoquimico en heces
que utiliza un anticuerpo para capturar la hemoglobina de la sangre,®! o el test de sangre oculta en
heces con guayacol que es un compuesto fendlico al que se le afiade perdxido de hidrégeno

oxidandose a una quinona que en presencia de sangre produce un color azul.®?

6.1) AMBITO FORENSE

Como se ha expuesto hasta ahora, los métodos de screening son cruciales en la actualidad en
diversos campos, entre los que destaca el ambito forense engloba todo aquello que esté relacionado
con la justicia, mas concretamente, las ciencias forenses incluyen diversas disciplinas que tienen como
objetivo primordial la aportacién de pruebas para poder resolver cuestiones juridicas.®®> Dentro de las
ciencias forenses se encuentra la quimica forense que aborda la investigacion y el analisis de las
pruebas forenses en el laboratorio, la interpretacién de los resultados obtenidos y la defensa de las
evidencias halladas ante un tribunal.®* Para el andlisis de las pruebas se utilizan métodos y técnicas de
la Quimica Analitica siendo muchas de ellas métodos de screening. En este ambito de la quimica
forense, todos los métodos de screening se emplean como pruebas presuntivas,® es decir, aquellos
métodos que ofrecen de manera rapida y econédmica una respuesta inicial al problema establecido. Si
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el resultado es positivo, se realizan pruebas confirmatorias que constan de métodos mas precisos que
suponen una mayor complejidad analitica y, por tanto, un mayor gasto de tiempo y costes mas
elevados.®®

En la actualidad, se disponen de métodos quimicos para el analisis de drogas, alcohol, sangre,
fluidos bioldgicos, fibras textiles, pinturas, restos de incendios, explosivos, vidrios, suelos, trazas
geoldgicas, documentos, huellas digitales y armas de fuego, entre otros.®® A continuacién se van a
explicar varios de los métodos de screening utilizados como pruebas presuntivas en el ambito forense
para diferentes tipos de muestras.

Con lo que respecta al andlisis de alcohol etilico, los métodos
de screening se emplean, principalmente, en el control de la
seguridad vial,ya que los accidentes de trafico causados por
conductores bajo los efectos del alcohol son una de las principales
causas de fallecimiento en todo el mundo. Por esta razon, se han
disefiado dispositivos que permiten controlar a los Cuerpos de
Seguridad el nivel de alcohol ingerido por los conductores,
sancionando asi, a los que superan el nivel permitido por la ley. Estos

dispositivos se denominan etildmetros y miden el nivel de alcohol
etilico en aire exhalado. Existen dos grandes categorias dentro de los

etilémetros: los de muestreo y los evidenciales. La principal diferencia ~ Figura  17.  Etilometro  de

. . . muestreo que permite llevar a
gue existe entre ambos es que los de muestreo no tienen validez legal

. . . , . . s , cabo una prueba de
mientras que los evidenciales si la tienen, siendo estos Ultimos mas ) .

. o alcoholemia de manera rdpida y
precisos, por tanto, los etildmetros de muestreo solo aportan precisa.®
resultados presuntivos mientras que los evidenciales ofrecen

resultados confirmatorios.

Una de las técnicas que se emplean en los etilémetros es el uso de sensores épticos de gas por
absorcién de radiacién infrarroja. El dispositivo se compone de un emisor de radiacion IR, una serie de
filtros que dejan pasar solamente la radiacion de longitud de onda de 9,5 micrémetros, que es en la
gue absorbe especificamente el etanol en aire, y un detector que recibe la radiacién de esa longitud
de onda que no ha sido absorbida por el etanol y esta se transforma en una sefial eléctrica que se
relaciona con la concentracién de etanol por medio de la ley de Beer-Lambert. Esta técnica es la misma
gue se ha visto anteriormente en el ejemplo del sensor de CO;, para el control de los gases
contaminantes y la calidad del aire. Pero esta tecnologia supone un alto coste por lo que se ha
desarrollado una alternativa que se basa en el uso de una célula electroquimica, también conocida
como fuel cell. Consiste en una capa porosa recubierta por ambos lados de platino finamente dividido
y sobre ella se impregna una disolucion electrolitica de acido y se conecta un cable de platino. Al
introducir el aire espirado en la célula, el etanol se oxida a acido acético en el anodo mientras que el
oxigeno atmosférico se reduce en el catodo produciéndose en el proceso dos electrones libres por
cada molécula que se oxida de etanol e iones H* que se combinan con el oxigeno para formar agua
consumiéndose un electrén por cada ion H*. El resultado de esta reaccidn es la produccion de una
corriente a través del cable de platino que conecta ambos electrodos y que esta conectado a un
medidor de corriente eléctrica. La sefial eléctrica que se produce es proporcional a la concentracién
de etanol en el aire exhalado, por tanto, esta técnica se basa en un sensor electroquimico.
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Ademas del analisis de etanol en aire exhalado, también tiene valor legal el analisis en sangre,
de hecho, es el método mas preciso que existe para medir la concentracién de etanol que ha
consumido una persona. Este se realiza por cromatografia de gases, pero tiene ciertos inconvenientes
ya que es un método invasivo y supone el traslado de la persona al centro de andlisis lo que supone un
mayor gasto de tiempo, por lo que los métodos de screening son mucho mas efectivos para esta
situacion.®’

Al igual que se controla el consumo de alcohol en los conductores, también se llevan a cabo
andlisis de drogas in situ. El mas extendido es el analisis en saliva en el que se toma la muestra con una
varilla colectora que, a veces, va impregnada de compuestos que facilitan la salivacion como aromas,
acido citrico o sacarosa, y se introduce en el aparato que es el que da la respuesta en funcion del valor
de corte que se le haya impuesto. Existen diferentes métodos para llevar a cabo el analisis, entre los
gue destaca lainmunocromatografia ya que es el que se utiliza en la mayoria de los dispositivos y sigue
el mismo principio explicado en el test de embarazo. A veces, también se pueden determinar por
reacciones colorimétricas con test kits.

A diferencia de los etildmetros, estos dispositivos tardan entre 10 y 20 minutos en
proporcionar la respuesta. Por lo general, determinan la presencia de seis tipos de drogas diferentes
las cuales son: anfetaminas, metanfetaminas, opidceos, cocaina, benzodiacepinas y cannabis.®® Si un
conductor da positivo en la prueba de drogas en saliva, tiene derecho a pedir el analisis en sangre que
es mas preciso. Entre los analisis de drogas en sangre destaca el ELISA en el que se utiliza un anticuerpo
ligado a la enzima fosfatasa alcalina (ALP) para unirse a los antigenos presentes en las drogas de
interés. En el ensayo se afiaden alcohol deshidrogenasa (ADH) con etanol como sustrato y diaforasa
con INT-violeta (sal de tetrazolio) como sustrato. La ADH produce la desfoforilacién del NADP a NAD
activando el ciclo redox de ADH-diaforasa en el que la ADH oxida al etanol reduciendo el NAD a NADH
gue en presencia de diaforasa reduce el INT-violeta a formazan a la vez que el NADH se oxida a NAD y,
puede comenzar de nuevo el ciclo. El formazan producido presenta un color azul muy intenso y es
medido por absorcidén a 492 nm. Al producirse el ciclo repetidas veces se produce una amplificacién
de la sefial, es decir, una mayor formaciéon de formazan lo que supone una mayor facilidad en su
medida.”®

Figura 18. Test de drogas en saliva (fluido bucal) que puede detectar las
siguientes sustancias: cocaina, opidceos, anfetaminas,
metanfetaminas/drogas de disefio (por ejemplo, éxtasis, MDMA),
benzodiazepinas (por ejemplo, en medicamentos con receta) y cannabis
(THC) Cuenta con el colector de muestra de saliva y el aparato donde se
lleva a cabo en el ensayo el que cuenta con una pantalla de lectura donde
aparecen los resultados.”

Como se ha visto, la sangre es un fluido biolégico en el cual se pueden determinar numerosas
sustancias de interés, pero, en algunas ocasiones, lo que interesa determinar es la presencia de sangre
en vez de buscar analitos en ella. Para ello existen diferentes ensayos test kist colorimétricos que se
basan en reacciones redox con aparicién de un compuesto coloreado visible, por tanto, se trata de
métodos de screening sensoriales.
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Una de las técnicas es la denominada técnica de Bencidina o Adler consiste en aprovechar la
accion peroxidasa del grupo hemo de la hemoglobina, presente en la sangre, que cataliza la
descomposicion del peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno oxidando a la bencidina en un
compuesto con una tonalidad azul intensa visible, por tanto, si hay presencia de sangre al afiadir los
reactivos tornara en un color azul. El inconveniente de esta técnica es los falsos positivos en presencia
de otras sustancias oxidantes o con accién similar a las peroxidasas.’?

Otra técnica muy conocida para la detecciéon
de sangre es la técnica del luminol, que se basa, al igual
gue la de la de Adler, en la oxidacion del luminol por la
accion peroxidasa de la hemoglobina presente en la
sangre en medio alcalino, para conseguirlo se suele
usar carbonato de sodio. El hierro de la propia sangre
actua como catalizador en la reaccidn. En el proceso de
oxidacion el luminol pasa por un intermedio de

reaccion inestable de mayor energia que el luminol no
excitado, por lo que emite quimioluminiscencia en  Figura 19. Sangre detectada con la técnica
forma de luz visible de color azul.”>7* del luminol.”

Ademas de la sangre, en ocasiones, como es el caso de las violaciones sexuales u otros
crimenes de indole sexual, la determinacién de otros fluidos corporales como fluido seminal o vaginal
es de gran importancia. A continuacién, se van a exponer diferentes métodos para la deteccién de
semen. El método mas sencillo es la utilizacién de la ldmpara de Wood que consiste en la aplicacién
de luz ultravioleta sobre las superficies en las que se sospeche que hay restos de semen, ya que este
fluido bioldgico emite fluorescencia en el rango de longitudes de onda de 350 a 500 nm, pero esta
prueba no es precisa ya que otra clase de fluidos pueden también presentar fluorescencia en ese rango
de longitudes de onda, por tanto, es simplemente una prueba presuntiva, sin caracter legal.

Figura 20. En la imagen de la izquierda se aprecia una
muestra sobre la que se sospecha que hay liquido seminal.
En la imagen de la derecha se observa la misma muestra a
la que se le ha aplicado luz UV, es decir, se ha utilizado la
lédmpara de Wood, pudiéndose apreciar claramente la

mancha de semen la cual adopta un color blanquecino.”®

Otra prueba presuntiva mas precisa es la identificacion de la fosfatasa acida es un indicador de
la presencia de semen, ya que es una enzima que se localiza en el tejido prostatico, del bazo, del higado
o del rifidn y, por tanto, el Unico liquido a través del cual se puede dispersar es el semen. Consiste en
presionar sobre la superficie en la que se sospecha que hay restos de semen, un papel himedo
absorbente para que, de esta forma, la fosfatasa acida que es muy soluble en agua, quede rapidamente
absorbida en el papel. La fosfatasa en medio acido cataliza la hidrdlisis del alfa-naftil fosfato
produciendo alfa-naftol que reacciona con una sal de diazonio formando un compuesto de color
purpura. Por tanto, se trata de un test kit colorimétrico y la lectura de la respuesta se realiza de forma
sensorial observando el color del compuesto formado. Como ya se ha nombrado, esta técnica de la
fosfatasa acida es utilizada como prueba presuntiva, la prueba confirmatoria que se emplea es la
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identificacion del antigeno prostatico especifico (PSA), conocido como antigeno p30 mediante el test
ELISA.”?

Figura 21. Deteccion de fluido seminal mediante la prueba presuntiva de la identificacion de la fosfatasa. En
este caso, se ha aplicado sobre una prenda de ropa de la victima de una posible agresion sexual. En la imagen
A, se observa una mancha blanquecina que es sobre la que se va a aplicar el papel absorbente. En la imagen B,
aparece el papel que hay que presionar sobre la mancha para llevar a cabo la prueba. En la imagen C, el papel
ha tornado de color de azul a purpura una vez que se ha presionado sobre la mancha, lo que indica un resultado
positivo que supone la presencia de semen.”®

Para finalizar, se va a tratar el screening para la deteccién explosivos ya que, es de vital
importancia, para evitar que las amenazas de ataques terroristas con artefactos explosivos se lleven a
cabo poniendo en riesgo la seguridad de los ciudadanos. La mayoria de los artefactos estan
compuestos de nitroderivados ya que son altamente explosivos produciendo fuertes reacciones
exotérmicas, entre los mas utilizados estan el 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), el 2,4-dinitrotolueno (DNT),
la 1,3,5-trinitroperhidro-1,3,5-triazina (RDX) y el tetranitrato de pentaeritritol (PETN). Ademas de ser
explosivos, los residuos de estos compuestos son contaminantes por lo que su deteccion también tiene
aplicacion en la proteccion medioambiental. Estos nitroderivados explosivos son muy sensibles al
impacto, al choque y a la friccién por lo que conviene aplicar un método en el que no haya que
manipular el compuesto explosivo, por tanto, la deteccidn de sus vapores es una excelente manera de
conseguirlo, aunque presenta el inconveniente de que son poco volatiles a temperatura ambiente,
ademas, suelen ir empaquetados por lo que todavia resulta mas complicado que sus vapores salgan al
exterior, por esta razon, es de gran importancia que los métodos utilizados en la deteccion de estos
compuestos sean muy sensibles. Ademas de una buena sensibilidad, estos métodos tienen que ser
especificos ya que determinados contaminantes medioambientales pueden dar lugar a falsos
positivos. Teniendo en cuenta estas propiedades, una de las opciones mas empleadas en este campo
es el uso de sensores dpticos ya que ofrecen una buena sensibilidad y especificidad, tienen un coste
bajo, son rapidos y permiten fabricar dispositivos portatiles. Es decir, la absorbancia y la fluorescencia
son los principios por los que se rigen estos sensores, aunque esta ultima es la mas utilizada ya que
presenta una mayor sensibilidad en uno a tres érdenes de magnitud y un mayor rango lineal con
respecto a la absorbancia.

Los nitroderivados son compuestos deficientes en electrones ya que el grupo nitro retira
densidad electrdnica, por lo que pueden interaccionar con compuestos ricos en electrones que
presenten propiedades fluorescentes, es decir, compuestos fluoréforos disminuyendo asi la
fluorescencia de estos. Este proceso de desactivacion de la fluorescencia se denomina quenching de
fluorescencia y se puede llevar a cabo a través de colisiones moleculares, lo que se denomina apagado
dinamico, o por la formacién de complejos siendo un apagado estatico. Por tanto, si hay presencia de
explosivo el sensor disminuira su fluorescencia, pudiéndose apreciar de manera visual de una manera
rapida.
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Se han desarrollado diversos materiales fluoréforos, por ejemplo, los polimeros conjugados
tanto organicos como inorganicos, aunque no son una opcion muy viable ya que su sintesis es un
proceso complejo y requiere mucho tiempo, ademas, resultan contaminantes para el medioambiente.
Por esto, han surgido nuevos materiales fluoréforos como particulas pequefias, sistemas
supramoleculares o materiales bioldgicos como proteinas fluorescentes.

Figura 22. Sensor Optico compuesto por un polimero orgdnico
semiconductor que cuando estd en presencia de TNT se desactiva su
fluorescencia pudiéndose observar, es decir, mediante un screening
sensorial.”

Existen otros métodos para la deteccién de explosivos como, por ejemplo, métodos
electroquimicos, cromatografia de gases acoplada con espectrometria de masas (GC-MS) o
espectrometria de movilidad idnica (IMS), pero no pertenecen a los métodos de screening ya que
requieren protocolos complejos y procesos de calibracién que suponen mayor gasto de tiempo y
dinero, aunque, en los ultimos afios, se han desarrollado dispositivos portatiles con estas técnicas que
se acaban de mencionar, por lo que, en ese caso, si que se podrian considerar métodos de screening.®

7) CONCLUSIONES

Tras realizar la busqueda bibliografica en diferentes fuentes contrastadas sobre los métodos
de screening y sus aplicaciones en el ambito forense, se puede concluir lo siguiente:

1. Los métodos de screening tienen una gran importancia hoy en dia debido a que proporcionan la
informacidon necesaria a los problemas analiticos que se plantean, de manera rapida, sencilla y
econdmica.

2. Cuando se va a seleccionar un método de screening para solventar un determinado problema
analitico, es necesario tener en cuenta las propiedades analiticas del método, como la sensibilidad, la
especificidad y la region de no-fiabilidad entre otras, ya que son las que van a determinar si el método
es adecuado o no para esa aplicacion concreta, ademads, es muy importante que sean métodos
validados y verificados para el aseguramiento de resultados confiables con un alto grado de fiabilidad.

3. Existen numerosos campos en los que se emplean los métodos de screening tales como el ambito
medioambiental, farmacéutico, la industria alimentaria, destacando la aplicacion en medicina ya que
permiten la deteccion precoz de muchas enfermedades.

4. En el ambito forense, los métodos de screening tienen un papel fundamental ya que, en muchas
ocasiones, se necesitan resultados inmediatos y estos métodos proporcionan esa rapidez. La aplicacion
mas obvia en las que el resultado de la prueba tiene que obtenerse en el instante en el que se realiza,
es la deteccidén de alcohol y drogas en los controles de seguridad vial, ya que en funcion del resultado
obtenido se procede a la inmovilizacidon del vehiculo en ese mismo instante. Ademas, también se
emplean en la deteccién de fluidos biolégicos como sangre y semen en situaciones de violacion sexual
0 agresion, y en la deteccion de otras sustancias que puedan poner en peligro la seguridad ciudadana
como son los explosivos, evitando posibles amenazas terroristas. La aportacién de los resultados
obtenidos a través de estos métodos de screening permite resolver cuestiones de indole juridico,
ademas de evitar que sucedan otros delitos.
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