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Resumen: En 2013 Forensis reportó 3.554 casos de delitos contr a la salud e int egridad sexual en Bogotá (1); para estos casos 

los elementos materia de pru eba allegados al Laborator io de Biología Forense de la Regional Bogo tá del INM LCF con so licitud 

para determin ación de saliva hum ana deben analizarse empleand o pruebas confiables y ágiles para su detección. Durante el 

presente estudi o se compararo n dos pru ebas inmun ocro matográficas (l ndepend ent Forensics Rapid Stain Identifi cation of 

Hum an Saliva, RSID '"Sa liva , y a amilase saliva test Seratec - Xerion•) para detección de saliva hum ana en muestras forenses 

simul adas a pa rtir de saliva hum ana, saliva con interfe rentes y saliva anim al. Ma teriales y métodos. Se anali zaro n 22 muestr as 

de simul ación forense a partir de fluidos recolect ados de donantes hum anos (volunt arios, sa nos, con edades entr e 18 y 50 

años), anim ales (perro, gato , hámster y ratón) y algun os int erfe rentes quími cos y biológicos. Result ados: se ob tuvieron valor es 

de sen sibilid ad, especi ficidad, valor diagnóstico positivo y negativo superiores a 80% , un lím ite de detección en hisopo para 

RSI D de 0,02 u L de saliva y Xerion de 1,0 uL, además de un a buena precisión y concord ancia entr e las dos pru ebas . Estas 

fueron comparables y pueden ser utili zadas para la detección de a a milasa salival hum ana en muestras forenses; sin embargo, 

se encontr ó que las técnicas presentan mayor eficiencia en muestr as provenientes de hisopos; en las provenientes de tela es 

necesario aum ent ar el tiemp o de incub ación con la solución tamp ón y rea liza r más agitaciones para obtener mejor desempeño 

del método. 
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Abstract: In 2013 Forensis repon ed 3,554 cases of crimes aga in st th e hea lth and sexual int egrity in Bogotá()); for th ese 

cases, th e elements of evidence sent to the Laboratory of Forensic Biology of rhe Regiona l Bogot á from th e National ln stitut e 

of Legal Medicine and Forensic Sciences, with request to determin e ifit 's hum an saliva, must be analyzed using more reliable 

and fast tests to achieve its detection. Thi s research compared two immun ochromatographic (l nd epend ent Forensics Rapid 

St ain Ident ífication of Hum an saliva, RSID' "saliva, and a amylase sa liva tes t Seratec - Xerion~) tests to detect hum an saliva in 

simul ated foren sic samples from hum an sa liva , saliva with int erferin g and anim al saliva. Materials and methods. We an alyzed 

22 samples of forensic simul ation, henceforth fluids collected from hum an donors (volunt eers, healthy, with ages berwee n 18 

and 50), anim als (dog, car, ham ster and mouse) and sorne chemical and biologica l int erferin g. Resulrs: Values for sensitiviry, 

speci ficiry, pos itive predict ive value and negative above 80 % were ob tained, a derection limit in swab to RSID of 0.02 ul 

of saliva and 1.0 ul Xerion, in additi on to a high accur acy and consistency between both tests. Th ese were comparable and 

can be u sed for rhe detection of a .hum an salivary amylase in foren sic samples. However, ir was fo und rhat rhe techniqu es 

show a higher efficiency wirh sampl es obta ined from swabs; for rhe sampl es raken from clorhs, ir is necessary to increase th e 

incuba tion tim e with th e buffer soluti on and to perform more turm oil to obra in the best pe rfor mance of rhe method. 

Key words: Saliva, RSIDS , XERIO N - SERATEC , forensic sampl es. 

Introducción 

La saliva es un o de los fluidos biológicos qu e con 

mayor frecuencia se encu entr a en el lugar de los hecho s 

y en muestras tomad as a las víctimas de delitos contr a 

la salud e integridad sexual; por ello su ident ificación 

y detección en el contexto forense es de gran 

importanc ia para la invest igación y jud icialización 

de hechos potencia lmente pun ibles. La literatura 

fo rense ha reportado estudi os como el de Kipps, A.E. 

y Whit ehead P.H. en 1975 (2), en el que hacen un a 

clara referencia de la act ividad, presencia o ausencia 

de la amíl asa en saliva y otros flu idos corporales en 

ind ividuos sanos, siend o la amil asa la enzima que se 
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encuentra en mayor proporcton en saliva. Algunas 

técnicas utilizadas comúnmente para identificar este 

fluido corporal existen desde hace décadas, entre ellas 

técnicas colorimétricas, ensayo de yodo-almidón, 

métodos inmuno lógicos como Elisa; sin embargo, 

estas presentan reacciones compartidas con otras 

enzimas, permiten reacciones cruzadas y por lo tanto 

sensibles, pero poco específicas. La más amp liamente 

aceptada por la comunidad científica forense se 

basa en la detección de la act ividad de la ami lasa, 

ya sea la encontrada en la saliva, la leche materna y 

la transpiración, que es codificada por el locus en 

Amy l del cromosoma 1; o la ami lasa encontrada en 

el páncreas , el semen y secreciones vaginales, que es 

codificada por el locus Amy2 (3). 

Por lo anterior y con el fin de ofrecer dentro del 

portafolio de servicios del Grupo de Biología Forense 

de la Regional Bogotá del I MLCF un método 

altamente sensible y específico, se compararon dos 

métodos inmunocromatográficos específicos para la 

detección de a -amilasa salival humana en muestras 

de interés forense, compa tibles con el proceso de 

extracción de AD . Se buscó detectar la ausencia 

y presencia de amilasa salival humana en manchas 

de interés forense y en otros fluidos de naturaleza 

humana , animal, vegetal y químico , prepa rados 

artificialmente sobre diversos soportes y en diferentes 

condiciones aptas para análisis de saliva por las dos 

técnicas inmunocromatográficas. 

En los análisis realizados, las carac teríst icas 

operativas y de calidad de los métodos cump lieron 

con los requisitos para las aplicaciones ana lít icas 

deseadas - como sensibilidad, especificidad, valor 

diagnóstico positivo , valor diagnóstico negativo, 

índice de concordancia, límite de detección y 

precisión- , reduciendo la incertidumbre y el tiempo 

en el reporte del análisis, de manera que se estudió 

una buena herramienta para obtener confiabilidad en 

los resultados emitidos , con poca cantidad de muestra . 

Materiales y métodos 

El di seña del estudio fue cualitativo ex peri mental, 

se examinaron 22 muestras, estimando el tamaño de 

muestra con base en los datos de la literatur a científica 

forense internacional y de acuerdo con la diversidad 

de muestras forenses y soportes que comúnmente 

son allegados al laboratorio de Biología Forense del 

INMLCF (6, 7, 8, 11 , 14, 15, 16, 17). Dichas muestras 

fueron impreg nadas en hisopos para los ensayos 

de determinación de sensibi lidad, especificidad, 

valor diagnóstico positivo y negativo , precisión y 

concorda ncia entre las dos pruebas , además de 4 

diluciones de saliva en agua destilada impregnadas en 
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soporte de hisopo y tela para la medición del lími te de 

detección. Las muestras simu laron muestras forenses 

con saliva humana y sustancias que interfieren en el 

desempeño de las pruebas (zumo de limón, jabón 

en polvo, hipoclorito, ácido acético, t ierra, pasto , 

cerveza), saliva de anímales (ratón, hámster, perro y 

gato) y ot ros fluidos biológicos humanos d iferentes a la 

saliva impreg nados en hisopos (leche materna , semen, 

flujo vaginal, orina, materia fecal, sudor, sangre , 

lágrimas y secreción nasal). También se realizaron 

fro tís de piel y boquilla de botella plástica para simular 

la recuperación de saliva en posibles elementos materia 

de prueba. Para el aseguramiento de la calidad del 

ensayo, se corrió control positivo (saliva humana pura 

de un donante humano ) y control negativo (agua 

destilada ). Los donantes volunt arios previamente 

firmaron consentimiento informado y los propie tarios 

de los anima les donantes firmaron una autorización 

para la utilización de las muestras. 

En el estud io particí paran dos investigadores, 

que cump lieron la función de ana lista 1 y 2, 

respec tivamente; cada uno procesó un hisopo y un 

fragmento de tela con mancha de saliva de las muestras 

referidas an teriormente por duplicado para cada 

uno de los reactivos por estudiar, según instruc tivo 

del protocolo de procesam iento , estandarizado 

previamente por el investigador principal, de acuerdo 

con los insertos y guías de validación para el test RSID 

y test Xerion - Seratec. 

Se analizaron mues tras impregnadas de saliva 

humana , saliva de anima les, saliva con sustancias que 

interfieren en el resu ltad o de las pruebas y muestras 

sin saliva, para establecer en qué porcentaje la 

técnica seleccionada es específica, sensib le, repetible , 

reproducible y qué fa lsos negativos o positivos para 

la detección de aamilasa salival humana pueden 

arrojar. Para determinar los parámetros de desempeño 

de la técnica, los resultados obtenidos se clasificaron 

en verdaderos positivos , fa lsos positivos , verdaderos 

negativos y fa lsos negativos y se realizaron los cálculos 

estadís t icos que arrojaron los resultados. Además, 

se analizaron cuatro diluciones de saliva humana 

en agua destilada (1/100, 1/500 , 1/2.000 , 1/5.000 ) 

impregnadas en soporte de hisopo y tela para la 

medición del límite de detección. 

Resultados y discusión 

De acuerdo con la metodología utilizada, 

los resultados expuestos tuvieron en cuent a las 

valoraciones de los dos invest igadores en los aná lisis 

con cada una de las pruebas para estudiar, como se 

referencia en las Tab las 1, 2, 3, 4, 5, 6. 
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Prueba lndependent Forensics Rapid Stain ldentif ication of Human Saliva (RSID™Saliva) 

Tabla l. Result ados obtenid os con la pru eba inmun ocromatográfica RSID 

Muestra lnvestiJ?;ador 1 lnvesti23.dor 2 Resultado final 

Saliva hum ana (contr ol positivo) Positivo Positivo Positivo 

Agua destilada (control negativo) Nega tivo Negativo Nega tivo 

Leche materna Positivo Positivo Positivo 

Semen Nega tivo Negativo Nega tivo 

Fluj o vaginal Nega tivo Nega tivo Nega tivo 

Orina Nega tivo Nega tivo Nega tivo 

Ma teria fecal Positivo Positivo Positivo 

Sudo r Nega tivo Negativo Nega tivo 

Lágrimas Positivo Positivo Positivo 

Sangre Nega tivo Nega tivo Nega tivo 

Secreción nasal Positivo mu y leve Positivo Positivo 

Saliva de gato Nega tivo Nega tivo Nega tivo 

Saliva de perro Nega tivo Negativo Nega tivo 

Saliva de hámster Nega tivo Negativo Nega tivo 

Saliva con extracto de lim ón Nega tivo Negativo Nega tivo 

Saliva con ácido acético Positivo Positivo Positivo 

Saliva con jabón en polvo Positivo Positivo Positivo 

Saliva con hip oclori to Nega tivo Nega tivo Nega tivo 

Saliva co n tierra y pasto Positivo Positivo Positivo 

Saliva con cerveza Positivo Positivo Positivo 

Saliva sobre piel Positivo Positivo Positivo 

Saliva sobre bo tella plástica Positivo Positivo Positivo 

Tabla 2. Result ados verdaderos positivos (VP), verdaderos nega tivos (VN ), fa lsos positivos (FP) y fa lsos negativos {FN) en 

las mu estras analizadas po r los investigadores 1 y 2 con la pru eba inmun ocro matográfica RSID. 

Muestra Resultado final investigadores 1 y 2 VP VN FP FN 

Saliva hum ana (cont rol positivo) Positivo X 

Agua destil ada (cont rol negativo) Nega tivo X 

Leche matern a Positivo X 

Semen Nega tivo X 

Fluj o vaginal Nega tivo X 

O rina Nega tivo X 

Ma teria fecal Positivo X 

Sudor Nega tivo X 

Lágrimas Positivo X 

Sangre Nega tivo X 

Secreción nasal Positivo X 

Saliva de gato Nega tivo X 

Saliva de perro Nega tivo X 

Saliva de hámster Nega tivo X 

Saliva con extracto de limón Nega tivo X 

Saliva con ácido acético Positivo X 

Saliva con jabón en po lvo Positivo X 

Saliva con hipoclorito Nega tivo X 

Saliva con tierra y pasto Positivo X 

Saliva con cerveza Positivo X 

Saliva sobre piel Positivo X 

Saliva sobre bo tel la plástica Positivo X 
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Tabla 3. Resu ltados límite de detección pru eba inmun ocro matográ fica RSID en muestras aplicadas en tela y en hi sopos 

MUESTRA Investigadores 1 y 2. Tela Investigadores 1 y 2. Hisopos 

Agua destilada (cont rol negativo) Negativo Nega tivo 

Saliva pura (cont rol positivo) Positivo Positivo 

Dilución 1/ 100 (1 uL de saliva) Negativo Positivo 

Dilución 1/50 0 (0,2 uL de sal iva) Negativo Positivo 

Dilución l /2 .000 (0,05 u l de saliva) Negativo Positivo 

Dilución l /5.000 (0,02 uL de saliva) Negativo Positivo 

Tabla 4. Result ados obten idos con la pru eba de a- amil asa salival Xerion - Seratec 

Muestra Investigador 1 Investigador 2 Resultado final 

Saliva hum ana (control positivo) Positivo Positivo Positivo 

Agua destil ada (cont rol negativo) Negativo Nega tivo Negativo 

Leche materna Negativo Nega tivo Negativo 

Semen Negativo Nega tivo Negativo 

Flujo vaginal Negativo Nega tivo Negativo 

O rina Negativo Nega tivo Negativo 

Ma teria fecal Positivo Positivo Positivo 

Sudor Negativo Nega tivo Negativo 

Lágrimas Positivo Positivo Positivo 

Sangre Negativo Nega tivo Negativo 

Secreción nasal Positivo muy leve Positivo Positivo 

Saliva de gato Negativo Nega tivo Negativo 

Saliva de perro Negativo Nega tivo Negativo 

Saliva de hámster Positivo Positivo Positivo 

Saliva con extracto de limó n Negativo Nega tivo Negativo 

Saliva con ácido acético Positivo Positivo Positivo 

Saliva con jabón en polvo Positivo Positivo Positivo 

Saliva con hip oclorito Negativo Nega tivo Negativo 

Saliva co n tierra y pasto Positivo Positivo Positivo 

Saliva con cerveza Positivo Positivo Positivo 

Saliva sobre piel Positivo Positivo Positivo 

Saliva sobre bo tella plástica Positivo débil Positivo Positivo 

Tabla 5. Resu ltados verdaderos positivos (YP), verd aderos negativos (YN) , fa lsos positivos (FP) y falsos negativos (FN) en 

las muestras analizadas po r los investigadores I y 2 con la pru eba inmun ocrom atográfica Xerion Seratec 

Muestra Resultado final investigadores 1 y 2 VP VN FP FN 
Saliva hum ana (cont rol positivo) Positivo X 

Agua destilad a (cont rol negativo) Negativo X 
Leche materna Positivo X 

Semen Negativo X 

Flujo vaginal Negativo X 

Orin a Negativo X 

Ma teria fecal Positivo X 
Sudor Negativo X 

Lágrim as Positivo X 
Sangre Negativo X 

Secreción nasal Positivo X 
Saliva de gato Negativo X 
Saliva de perro Negativo X 
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Muestra Resultado final investigadores 1 y 2 VP VN FP FN 

Saliva de hámster Negativo X 

Saliva con e,xtract o de lim ón Negativo X 

Saliva con ácido acético Positivo X 

Saliva con jabón en polvo Positivo X 

Saliva con hipoclorito Negativo X 

Saliva con tierra y pasto Positivo X 

Saliva con cerveza Positivo X 

Saliva sobre piel Positivo X 

Saliva sobre botella plástica Positivo X 

Tabla 6. Resultados límit e de detección prueba inmunocromatográfica Xerion Seratec en mue stras aplicadas 

en tela y en hisopo s 

MUESTRA Investigadores 1 y 2. Tela Investigadores 1 y 2. Hisopos 

Agua destilada (control negativo) 

Saliva pura (control positivo) 

Dilución 11100 ( 1 uL de saliva) 

Dilución l /500(0 ,2 uL de saliva) 

Dilución 1/2.000(0 ,05 uL de saliva) 

Dilución 1/5 .000(0 ,02 uL de saliva) 

Como resultados de esta investigación se encontró 

que con el reactivo RSID para detección de aamilasa 

humana existe 82% de probabilidad de encontrar 

como positiva una muestra que contenga aamilasa 

y existe 82% de probabilidad de encontrar como 

negativa una muestra que no contenga aamilasa . 

Asimismo , se presentó 82% de probabilidad de que en 

la muestra analizada se encuen tre la sustancia buscada 

y 82% de probabilidad de que en la muestra analizada 

no se encuentra la sustancia buscada . 

En la muestra 3 (leche materna ) y en la 7 (materia 

fecal) se obtuvieron resultados verdaderos positivos 

para aamilasa humana, como lo report an el fabricante 

en la sección de especificidad del catálogo O 0130 del 

2011 y el estudio de Deborah L, et ál. y Benjamín C. 

M. et ál. (13) para muestras de leche materna y materia 

fecal. La muestra 9 (lágrimas ) y la 11 (secreción nasal) 

demostraron resultados falsos positivos , los cua les 

se encontraron reportados po r el fabricante como 

verdaderos positivos para detección de aamilasa 

humana . Respecto a la muestra 16 (saliva con extracto 

de limón , pH 2,3) y la 19 (saliva con hipoclorito de 

sodio 4,5%, pH 11), inicialmente se catalogaron como 

resultados verdaderos positivos, pero posterior a los 

análisis el resultado fue falso negativo ; la muestra 17, 

correspondiente a sa liva con ácido acético (pH 4,8), 

presentó resultado verdadero positivo , concluyendo 

que la aamilasa , presente en muestras de saliva 

expues tas a pH próximos a 5, es aún detectable por esta 

prueba. Lo anterior se soporta con algunos hallazgos 

realizados por otras casas comerciales desarroLladoras 

de pruebas inmunocromatográficas para detección de 

aamilasa salival humana , como Seratec, que en su 

Negativo Negativo 

Positivo Positivo 

Negativo Positivo 

Negativo Negativo 

Negativo Negativo 

Negativo Negativo 

estudio preliminar de validación afirma que estos test 

se encuentran influenciados por el pH al cua l se somete 

la muestra , es decir , que al estar sometidos a pH men or 

de 3, causado por ácidos orgánicos (ácido cítrico, ácido 

oxálico, ácido acético entre otros), generan resu ltados 

no válidos, falsos negativos o falsos positivos ; pH entre 

5 y 1 O son aptos para el desarrollo de estas prnebas y 

pH mayores de 10 pueden invalidar la prneba . 

El valor de índice de concordancia fue preciso 

para el estud io, y los resultados del ensayo fueron 

válidos y reproducibles , teniendo en cuenta que cada 

uno de los procedimiento s llevados a cabo no se afectó 

por factores como la condición de los instrumentos 

utilizados , el entrenamiento y manipulación propios 

de cada ana lista. El límite de detección obtenido en 

manchas sobre hisopo fue el observado en la dilución 

1/5.000 (0,02 uL de saliva humana ); el fabricante 

reporta un límite de detección en muestras sobre hisopo 

con menos de 1 uL de saliva humana , y Benjamín 

C.M. et ál. (13) reportaron en su estudio un límite de 

detección en muestras sobre hisopo de 1 :20 .000 (0,02 

nL/1 uL saliva humana ). Para manchas sobre tela fue 

en d iluciones menores a 1/100 (1 uL de saliva humana ), 

soporte por el cual se recomienda extender el t iempo 

de incubación con la solución tampón y realizar mayor 

número de agitaciones en el proceso. 

El reactivo Xerion - Seratec" para detección de 

aamilasa humana presentó 78% de probabilidad de 

encontrar como positiva una muestra que contenga 

aamilasa. Además, existe 92,3% de probabi lidad de 

encontrar como negativa una muestra que no contenga 

aamilasa. Asimismo , presentó 87,5% de probabilidad 

que en la muestra ana lizada se encuentre la sustancia 
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buscada y 85,7% de probabilidad de que en la muestra 

analizada no se encuentre aamilasa. En doce muestras 

se obtuvieron resultados verdaderos negativos y en siete 

resultados verdaderos posit ivos, coincidiendo con los 

result ados mostrados para algun os fluidos biológicos 

y muestras anima les (resultad os negativos: sangre, 

orina, fluido semi nal, saliva de perro y gato), como lo 

repo rta el fabrica nte en la sección de especificidad del 

catálogo, Amy Seratec del 2011, y a amilasa Xerion" del 

05/2012. Al analizar la muestra 17, correspo ndiente a 

saliva con ácido acético (pH 4,8), y contemp lando lo 

enun ciado en el estud io preliminar publicado por el 

fabrica nte Sera tec", podemos concluir que pH cercano 

a 5 (pH : 4,8, ácido acético), la aamilasa salival aún es 

detectable por este test. De otro lado, la muestra 16 

(saliva con extrac to de limón, pH 2,3) y la 19 (saliva 

con hipoclorito , pH 11) confirma n lo dicho por el 

fabrica nte en cuanto a la dependenc ia de la muestra de 

saliva con el pH del medio , arrojando resuh:ados falsos 

negativos en pH de 2,3 y pH de 11 , respectivamente. 

La muestra 14 (saliva de hámster ) arrojó resultado 

positivo para el test (falso positivo), difiriendo del 

reporte del fabricante en la sección de especificidad del 

catá logo Amy Seratec" del 2011 y aamilasa Xerion" 

del 05/2012 , en donde se afirma: " ... no muestra 

reactividad con saliva de animales". 

El valor de índice concordancia en el presente 

estud io fue de 9,35 , lo cua l indica que entre los dos 

investigadores participantes en el estudio hubo 

correspondencia, es decir, que el trabajo realizado 

por cada uno de ellos fue preciso y los resultados 

del ensayo fueron válidos y reproducibles. El límite 

de detección obtenido en manchas sobre hisopo fue 

1/100 (1 u L de saliva humana ); en manchas sobre tela 

la dilución fue mayor a 1/100 (1 uL de saliva), dato que 

no concuerda con lo reportado por el fabricante. Por 

lo anterior se recomienda que para muestras forenses 

impregnadas sobre tela se debe incubar el doble del 

tiempo con la solución tampón y realizar mayor 

número de agitaciones en el proceso de extracción. 

Al obtener los resultados preliminares de la prueba, 

se observó la negatividad en todas las muestras 

destinadas para determinación de lím ite de detección 

(diluciones 1/100 , 1/500 , 1/1.000 , 1/2.000 y 1/5.000) 

en soporte hisopo y tela, por lo cual se tomó la decisión 

de hacer una variab le en el protocolo de extracción del 

método sugerido por el fabrica nte, y volver a procesar 

las muestras teniendo en cuenta dispensar 200 uL 

de solución tampón al vial de extracción y agregar 

la muestra hasta que esta se cubra por comp leto, a 

difere ncia de dispensar 1 mL de solución tampón al 

fragme nto de muestra en el vial para extracción, como 

lo recomienda el fabrica nte. 

Los result ados ob tenidos en lo que respecta 

a los criterios de sensibilidad, especificidad, valor 

diagnóstico posit ivo, valor diagnóstico negativo, 
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índice de concordancia y lími te de detección para los 

test inmun ocromatográficos ut ilizados en la detección 

de aamilasa humana de las casas comercia les Xerion" 

(Seratec") y RSID 'N nos proporcionan confiabilidad 

para que sean implementados como pruebas de 

orientación en los laboratorios de Biología Forense, 

teniendo en cue nta las recomendaciones ya ano tadas. 

Interferentes como ácido acético, jabó n en 

polvo, t ierra con extrac to de pasto y cerveza mezclados 

con saliva hum ana no invalidaro n el desarrollo de 

los test Xerion" (Seratec") y RSID™ em pleados para 

la determinación de a -amilasa humana. Se deben 

realizar estud ios para confirmar si el extracto en buffer 

ob tenido tras el procesamiento de las muestras forenses 

con los dos kits aquí evaluados es compa tible con el 

proceso de extracción de AD y el aná lisis de STR en 

genética forense, con el fin de minimizar procesos y 

evitar el agotamiento de la mues tra. 
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