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contribuye a la investigaciéon criminal de delitos de violacion.
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. RESUMEN

Nombre Inv. responsable:

Barbara Elizabeth Cabello Silva

Titulo Proyecto:

Implementacion de un método de andlisis de los sitios polimérficos de los marcadores

genéticos mtrR, gyrA y rps) de Neisseria gonorrhoeae, que contribuye a la investigacion

criminal de delitos de violacion.

En la actualidad, hay un incremento de aquellos delitos de connotacion sexual, donde las
pruebas de laboratorio a veces son insuficientes y no entregan toda la informacion que
permita vincular al imputado con la evidencia y la victima.

Por otra parte, existe un importante aumento de infecciones de transmision sexual (ITS)
causadas tanto por bacterias como virus. Por ello, sumando al aumento de casos de ITS,
existe la posibilidad que los imputados portadores de ITS infecten a las victimas, donde
la deteccidn microbioldgica de estos agentes patdégenos podria ser clave en la resolucion
de delitos sexuales. Sin embargo, los laboratorios forenses no cuentan con metodologias
clinicas que permitan vincular al portador de una ITS con una victima de violacién.

La microbiologia forense es una disciplina cientifica que tiene como objetivo resolver
investigaciones criminalisticas, donde ademas permite determinar la presencia de
microorganismos en las victimas e imputados. De manera que, el implementar este
laboratorio en el Servicio Médico Legal (SML), tendria como finalidad poder utilizarse
como una herramienta adicional de identificacién de algun patégeno que pudiera estar
presente en este caso, donde permitiria diferenciar si existe una relacion del patégeno
gue tiene la victima con el patdgeno no identificado que tenga el imputado. Para ello, se
establecen métodos de deteccion en el laboratorio que permitan la distincion y
diferenciacion de microorganismos mediante marcadores moleculares, a través de las
técnicas amplificacion de acidos nucleicos (de tipo PCR) y minisecuenciacién. Asimismo,
la problematica de este estudio se centrara en el patbgeno Neisseria gonorrhoeae, debido
a su prevalencia, namero de serotipos, distribucién en las diferentes regiones de Chile y
su via de transmision.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es encontrar a través de una revision bibliografica,
la manera de implementar un laboratorio de microbiologia forense en el SML en relacion
con los casos de violacion y de Neisseria gonorrhoeae existentes en Chile, mediante un
analisis microbioldgico forense de los marcadores genéticos polimorficos mtrR, gyrA y
rpsJ, que estan presente en el patdgeno de estudio.

Palabras claves: violacion; Neisseria gonorrhoeae; y marcadores genéticos mtrR, gyrA
y rpsJ.




1.2 ABSTRACT

Currently, there is an increase in sexually related crimes, where laboratory tests are
sometimes insufficient and do not provide all the information that would allow linking the
accused with the evidence and the victim.

On the other hand, there is a significant increase in sexually transmitted infections (STI)
caused by both bacteria and viruses. Therefore, in addition to the increase in STI cases,
there is the possibility that STl-carrying defendants may infect victims, where
microbiological detection of these pathogens could be key in solving sexual crimes.
However, forensic laboratories do not have the clinical methodologies to link an STI carrier
to a rape victim.

Forensic microbiology is a scientific discipline that aims to solve criminal investigations,
where it also allows determining the presence of microorganisms in victims and
defendants. Therefore, the implementation of this laboratory in the Forensic Medical
Service (SML, from Spanish “Servicio Médico Legal’) would be used as an additional tool
to identify any pathogen that could be present in this case, where it would allow to
differentiate whether there is a relationship between the pathogen of the victim and the
unidentified pathogen of the accused. For this, detection methods are established in the
laboratory that allow the distinction and differentiation of microorganisms by means of
molecular markers, through the amplification of nucleic acids (PCR type) and mini-
sequencing techniques. Likewise, the problem of this study will focus on the pathogen
Neisseria gonorrhoeae, due to its prevalence, number of serotypes, distribution in the
different regions of Chile and its transmission route.

Therefore, the aim of this study is to find through a literature review, how to implement a
forensic microbiology laboratory in the SML in relation to rape cases and Neisseria
gonorrhoeae existing in Chile, through a forensic microbiological analysis of the
polymorphic genetic markers mitrR, gyrA and rpsJ, which are present in the pathogen of
study.

Keywords: rape; Neisseria gonorrhoeae; and genetic markers mirR, gyrA and rpsJ.



.  FORMULACION DEL PROYECTO, MARCO TEORICO Y DISCUSION
BIBLIOGRAFICA

Los delitos sexuales en Chile son una prioridad de persecucion criminal, debido al dafio
e impacto que provocan en las victimas (Fiscalia de Chile, s.f.). Dentro de los aspectos
legales en este tipo de delitos, es importante contar con una bateria de pericias que
permitan ayudar en el esclarecimiento de este tipo de crimenes. Actualmente, las pericias
de laboratorio pueden ser insuficientes y no entregan toda la informacion necesaria para
vincular al imputado con la evidencia y la victima. En ese ambito, se ha propuesto en los
altimos afos incorporar el area microbiologia forense en Chile, ya que se ha visto en el
pais un aumento de las infecciones de transmision sexual (ITS) sumado al aumento de
los delitos de violacion con la transmision de estas enfermedades (Murch y Budowle,
2020; Céaceres-Burton, 2019).

De manera que, un laboratorio de microbiologia forense proporciona metodologias que
logran resolver investigaciones criminalisticas, donde cumple la funcion de poder
utilizarse como una herramienta adicional de identificacion cuando la determinacion
genética humana no lo permite, la cual posibilita la deteccion de algan patégeno que
pudiera estar presente en un caso de delito de tipo violacion, para poder distinguir si
existe una relacion del patdgeno que tiene la victima con el patégeno no identificado que
tenga el imputado (National Research Council, s.f.).

Para ello, se deben establecer métodos de deteccion en el laboratorio que permitan la
distincibn de microorganismos, especificamente de las ITS, donde las tres que
predominan en Chile son Treponema pallidum, Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia
trachomatis (Caceres-Burton, 2019; Goldstein, 2019). Sin embargo, este estudio se
centrara en poder analizar marcadores moleculares de Neisseria gonorrhoeae, debido a
su prevalencia (Instituto de Salud Publica (ISP), 2019), via de transmision (Ministerio de
Salud (Minsal), s.f.), numero de serotipos (Unemo et.al, 2016) y los casos que se han
registrado en las distintas regiones de Chile (Minsal, 2019); a través de un analisis
microbiolégico forense de los marcadores que estén presentes en esta bacteria, para
poder vincular esta ITS en una violacion. De modo que, a futuro se pueda implementar

un analisis de medicion de diferentes ITS, para poder determinar un panel mas completo
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de estas infecciones en el imputado y establecer una relacion con las victimas de

violacion.

1. SERVICIO MEDICO LEGAL

El Servicio Médico Legal (SML) es una entidad publica, dependiente del Ministerio de
Justicia, creada en el afio 1915, con el objetivo de asesorar técnicamente a los Tribunales
de Justicia del pais y al Ministerio Publico en materias medicolegales, a través de la
remision de informes periciales tanatolégicos, de laboratorio, psiquiatricos y clinicos. La
mision del SML es otorgar servicios altamente calificados en el ambito de la medicina
legal y las ciencias forenses (Servicio Médico Legal (SML), s.f.). Este servicio publico,
cuenta con diferentes departamentos y aéreas técnicas, en el cual, el area de laboratorio
donde se encuentra la Unidad de Genética Forense, se realizan analisis de ADN nuclear,
que se utiliza para pruebas de filiacion bioldégica con respecto a paternidad y/o
maternidad, en delitos sexuales, muerte subita, entre otros (SML, s.f.; Minsal, s.f.).

1.1 La pericia forense

La pericia forense es un campo que aporta informacion sobre la identificacion e identidad
de las personas en delitos, que desempefia un papel fundamental en los procedimientos
judiciales y seguridad publica, ya que es una herramienta poderosa que ayuda a
determinar culpables en delitos de tipo criminalistica, sexuales, etc. y poder evitar una

condena injusta en inocentes (Morrison et.al, 2018).

Los peritos forenses son aquellos cientificos que usan técnicas analiticas y cientificas,
para examinar la evidencia de los delitos como rastros de sangre, cabello, fibra textil, etc.,
para poder preparar declaraciones legales que resuman los resultados de los casos
judiciales. Por lo que, la resolucion de los casos criminales pasa por la expertiz de los

peritos, que, en virtud de su conocimiento o pericia, son capaces de dilucidar, mediante



el uso de herramientas tecnologicas, el vinculo entre victima, agresor e imputado
(Morgan, 2019).

La pericia forense utilizaba enfoques tradicionalmente quimicos y biolégicos para obtener
resultados, pero son deficientes en el ambito de la especificidad y sensibilidad. Por lo
cual, en los ultimos afos, ha existido un desarrollo en la tecnologia, especificamente en
los sistemas de perfiles y andlisis genético (denominado el método de la huella o perfil
genético forense) de muestras humanas, a través del perfil “Short Tandem Repeats”
(STR), que consisten en fragmentos cortos de la secuencia genética que se repite un
namero variable de veces, una a continuacion de la otra (ejemplo: ATCGATCGATCG),
siendo este numero el elemento diferenciador entre alelos, que establece las
probabilidades de match entre victima, agresor o imputado, mayores a 99,9999% (Dror,
2018).

1.1.1 Muestras y evidencias bioldgicas

Las muestras biolégicas son una fuente inequivoca de la presencia de un individuo en el
sitio de suceso, ya que portan informacién molecular de los individuos y especificamente
su ADN (Singh, 2019).

La evidencia biolégica es un tipo de evidencia fisica que, por su constituciéon molecular
genética, provee informacion sobre la identidad de los sujetos implicados en un hecho
criminal que es Unica y variable entre los individuos. Las fuentes de informacién biolégica
genética mas relevantes son: sangre, semen, células epiteliales, fluidos vaginales, saliva,
e inclusive la presencia de poblaciones de microorganismos, entre otras (Morrison et.al,
2018). Estas evidencias pueden hallarse en un soporte inerte, o ser recolectados en un
examen médico-legal. De esta forma, estas muestras pasan a convertirse en elementos
de prueba, en el cual, un profesional debe realizar un analisis pericial correspondiente
(Singh, 2019).

Una adecuada recoleccion de las evidencias y su posterior analisis del perfil genético
permite efectuar analisis comparativos entre un perfil de referencia o de la base de datos

(de unindividuo conocido) y el ADN obtenido del agresor, esto en colaboracion de nuevas



plataformas genéticas con mayor sensibilidad y especificidad (Dror, 2018; Morrison et.al,
2018).

Sin embargo, existen delitos sexuales (como la violacién) que quedan “indeterminados”,
es decir, que no se hallan evidencias suficientes para establecer quién es el culpable de
este delito, ya sea por falta de precision en el dia, hora y lugar del hecho; como también
por el tiempo transcurrido de la toma de muestra desde que ocurri6 el delito (después de
las 72 hrs), con llevando a que la genética humana no es capaz de resolver este delito.
De modo que, la falta de aplicacién de los métodos clinicos en los laboratorios forenses
para analizar microorganismos patdgenos de tipo bacteriana o viral, dificultaria el juicio
de la defensa en un tribunal al querer culpar al imputado, quedando este en libertad por
falta de pruebas que lo inculpen (Revista de Ciencias Penales, 2018).

1.2 Delitos sexuales

Los delitos sexuales son todos aquellos actos que atentan contra la libertad sexual de las
personas, independientemente de su edad, estrato social, raza, etnia, género o
nacionalidad. Entre los delitos sexuales de mayor ocurrencia se encuentran la violacion
y el abuso sexual, en donde solamente la violacién se puede vincular en exdmenes de
laboratorio porque existen pruebas “fisicas” que se puedan analizar como por ejemplo la
determinacioén de perfil genético de imputado y victimas, a diferencia de un abuso que es
mas dificil poder establecer o tener una evidencia que se permita analizar por este ambito
(Rodriguez, 2022).

La violacion consiste en un delito sexual “carnal sin consentimiento” por via vaginal, anal
o bucal (Rodriguez, 2022), en una victima por un agresor(a). Esta agresion contempla
victimas de distintas caracteristicas, tanto sociales, demograficas y etarias (Murillo et al.,
2021).

Segun las estadisticas del Servicio Médico Legal, establecidas por los examenes
sexoldgicos en contexto criminal, en Chile, entre el afio 2018 a 2021, existieron 17.381
casos de victimas de delitos sexuales, de las cuales, 14.682 eran mujeres y 2.699 eran
hombres (SML, 2022). A nivel mundial, se estima que alrededor de un 35% de las mujeres
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y un 14,8% de los hombres en todo el mundo han sufrido algun tipo de delito sexual en

algun momento de su vida (Borumandnia et.al, 2020; World Population Review, 2022).

Entre los afios 2020 a 2021 en Chile, existieron 2.616 casos de violacion, de las cuales,
2.331 eran mujeres y 285 eran hombres que se notificaron en el SML (SML, 2022).

Segun datos notificados por la Policia de Investigaciones de Chile (PDI), no existe algun
rango etario de victimas de delitos sexuales, incluido violacién, que no hayan sufrido este
tipo de delito, donde el 85% de los casos, les ocurre a las mujeres prevalentemente
(Policia de Investigaciones de Chile (PDI), 2021).

1.2.1 Evidencias bioldgicas en violacion

La evidencia bioldgica en violacion es aquella en que se realiza una toma de muestra de
hisopado del flujo genital, para detectar una infeccion de transmision sexual en la victima
y en el posible imputado, ademas buscar presencia de semen y espermios, y si es
posible, tomar fotografias o videos de la zona genital como evidencia del caso en la
victima, en el cual, esta muestra es un elemento fundamental de prueba en una
investigacion judicial. Ademas, se realiza una descripcion anatdbmica de la zona genital.
Esta evidencia, se puede encontrar en varios casos de agresion, siendo particularmente
relevante en el caso de una violacion, para poder identificar a él o los sospechosos
(Dumache et.al, 2016).

Las muestras de semen es a veces la unica forma de probar la ocurrencia de contacto
sexual e identificar al perpetrador. Este fluido presenta una serie de componentes que
pueden ser detectados en el laboratorio, entre ellos la fosfatasa 4cida seminal que es una
enzima que esta presente en este tipo de muestra; el antigeno prostatico especifico, que
es una serina proteasa originada de células epiteliales prostaticas que se encuentran en
muchos tejidos como liquido seminal, orina masculina; en donde se aplica los estudios

de ADN (STR) en las células epiteliales de estas (Dumache et.al, 2016).

En Chile, para preservar las muestras y obtener buenos resultados, los sistemas de
justicia han diseflado guias procedimentales, que indican cémo realizar entrevistas,

levantar evidencias que pueden ser aplicadas a una multitud de analisis bioquimicos de
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acuerdo con la investigacion que se lleve a cabo en Fiscalia, como por ejemplo la
deteccidn de una infeccion de transmision sexual (generada por microorganismos) post
agresion sexual a través de una muestra de flujo vaginal o salival, pero que no permite
establecer el vinculo entre el violador con la victima, solo permite identificar a la ITS
(Minsal, 2016).

2. MICROBIOLOGIA FORENSE

La microbiologia forense, o también llamada ciencia forense microbiana, nacié hace mas
de 20 afios en Estados Unidos como una disciplina cientifica dedicada a analizar
microorganismos en evidencias de delitos sexuales, causas de muerte, bioterrorismo y
guerra biologica. Esta disciplina aun se encuentra en etapa de desarrollo en varias
naciones, ya que enfrenta desafios cientificos emergentes en la sociedad sumado al
avance tecnolégico a través del tiempo, que permite identificar distintas fuentes de
agentes patdgenos gracias al avance de la secuenciacion genémica y otros métodos que
permiten procesar datos complejos (Murch y Budowle, 2020; Elhaik et.al, 2021). En Chile,
pese a existir un gran desarrollo en microbiologia clinica y molecular, no existe este tipo
de laboratorio microbiolégico, especifico de forense, debido a que requiere de
herramientas tecnoldgicas como la secuenciacion de ADN, que son costosas y que

necesitan de peritos expertos en microorganismos (Kuiper, 2016).

Desde el punto de vista forense, algunos microorganismos, tanto por su abundancia y
preservacion en condiciones extremas como por sus factores de virulencia son
importantes por su papel en el proceso de descomposicion cadavérica o cuando existe
una ausencia de evidencia de ADN humano en un delito. La deteccion de un delito sexual
es una necesidad importante para el analisis forense que podria abordarse, por ejemplo,
en estudios de patdogeno pubico (Wiliams y Gibson, 2019). Por lo tanto, los
microorganismos, como las infecciones de transmision sexual, podrian proporcionar
evidencia en diferentes escenarios forenses, incluidas las investigaciones de violacién

cuando no hay otro tipo de evidencia disponible.
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3. INFECCION DE TRANSMISION SEXUAL

La infeccion de transmision sexual (ITS) es aquella en que un patdgeno transmite una
infeccion, en hombres y mujeres, a través de relaciones sexuales vaginales, anales y/u
orales sin proteccion; por contacto con secreciones o fluidos (descargas vaginales,
uretrales o anales) que se transmiten de una persona a otra a través de estos fluidos. En
el caso de las ITS que se manifiestan en forma de lesiones, verrugas o heridas, se
transmiten por contacto directo con las lesiones, es decir, el germen pasa de una persona
a otra a través del roce o contacto con estas lesiones. Algunas ITS también pueden
transmitirse a través de la sangre o de la madre al nifio/nifia durante la gestacion o el
parto (Workowski, 2021; Goldstein, 2019).

Los mas comunes que afectan a los humanos, son las producidas por los siguientes
patdgenos como Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum,
Ureaplasma urealyticum, virus de papiloma humano, virus de inmunodeficiencia humana,

virus hepatitis B, entre otros (Kreisel et.al, 2021).

3.1ITS en unaviolaciéon

Posterior a una violacion, puede existir una transmision de microorganismos entre
agresor y victima. Por lo que, la Norma General Técnica del Ministerio de Salud (Minsal)
menciona, que ademas de la pericia biolégica relativa a la busqueda de ADN, también
exige la obligatoriedad de la toma de muestra para evaluar presencia de algun(a) ITS,
donde es mas facil su identificacion cuando existe contacto sexual en la zona genital,
para no involucrar otro tipo de microorganismo fuera del area en que ocurrio la violacion,
en la cual, la muestra sera procesada por cultivo o algin método comparable aprobado
por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) como la reacciébn en cadena de la

polimerasa (PCR), siendo este ultimo método el mas utilizado (Minsal, 2016).

En literatura, se han reportado la transmision de Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, Treponema pallidum principalmente en las victimas de violacién, por ende

su deteccion podria ser una herramienta relevante de comprobacion para vincular al
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sospechoso con la victima, debido a que el aumento de infecciones, aumenta la
probabilidad de que sujetos imputados sean transmisores de este microorganismo
(Francés-Cuesta, 2019; Qin y Melvin, 2020; Sathirareuangchai et.al, 2014; Andreu et.al,
2021; Black et.al, 2009).

3.2 Epidemiologiay prevalencia de las ITS

Las ITS mas prevalentes e incidentes a nivel mundial y que se considera de mayor
preocupacion por los aumentos de contagios en los Ultimos afios es de Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum, virus inmunodeficiencia

humana y virus del papiloma humano (Cristaudo y Giuliani, 2020).

En Chile, en los dltimos 5 afios, se ha visto un aumento de prevalencia e incidencia de
las ITS, principalmente de infeccion por agentes bacteriano patdgeno, como Neiserria
gonorrhoeae, Treponema pallidum y Chlamydia trachomatis (Céaceres-Burton, 2019;
Goldstein, 2019).

Segun datos del Minsal, hasta el afio 2019 se registré un aumento de casos preocupante
de Neiserria gonorrhoeae, alcanzando el mayor peak entre el afio 2017-2018, donde los
hombres concentraron el 86,2% de prevalencia de esta ITS, el cual, en el grupo de 20 a
24 afios, alcanzé un nivel mas alto de incidencia de 15,7 casos nuevos notificados por
cada cien mil habitantes (Minsal, 2019; ISP, 2019).

En el caso de Chlamydia trachomatis, hasta el afio 2018, se registré un aumento de casos
mayor en 52% de las mujeres versus un 48% en los hombres, en un grupo de jévenes
entre 15 a 24 afos, considerando un maximo de incidencia de 13,7 casos nuevos
notificados por cada cien mil habitantes (Hunneus-Vergara, 2018; Cannoni et.al, 2021,
Huneeus, Schilling y Fernandez, 2018).

En Treponema pallidum, hasta el afio 2018, se observo un peak de prevalencia de un
65% del total de los casos en hombres, existiendo una incidencia de casos nuevos de
35,9 por cada 100.000 habitantes, donde el grupo que concentra el mayor riesgo y
aumento de casos con esta infeccidon es entre los 20 a 29 afios (Minsal, 2019; Caceres-

Burton, 2019; Caceres, 2018).
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3.3 Eleccién de ITS en el estudio bibliografico
3.3.1 Viade transmision de ITS

Las ITS Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis y Treponema pallidum se

transmiten por:

*Neisseria gonorrhoeae: se transmite principalmente a través de las relaciones sexuales

sin preservativo con una persona infectada con esta ITS (Minsal, s.f.).

*Chlamydia trachomatis: se transmite a través de las relaciones sexuales sin preservativo

con una persona infectada con esta ITS (Minsal, s.f.).

*Treponema pallidum: se transmite a traves de distintas vias, como via sexual, mediante
relaciones sexuales sin preservativo con una persona con esta ITS; via transplacentaria o
también llamada via de transmision vertical, que consiste en el traspaso de la ITS de la
mujer embarazada al nifio o nifia durante la gestacion; y via sanguinea por compartir
agujas y jeringas durante el consumo de drogas intravenosas como por ejemplo a través

de transfusiones de sangre (Minsal, s.f.).

3.3.2 Numero de serotipos y subtipo de cepas

El registro bibliografico que existe del nimero de serotipos de N. gonorrhoeae y C.
trachomatis que causan infeccion de transmision sexual es 14 (Unemo et.al, 2016) y 11
(Tang et.al, 2015) respectivamente. En el caso de T. pallidum, no existe un dato de
serotipos que se haya identificado, pero si existen datos de que tiene un subtipo de cepa
llamada T. pallidum subesp. pallidum (Jaiswal et.al, 2020), que se transmite por contacto

sexual .

3.3.3 Distribucién geografica de casos de ITS en las regiones de Chile

En el caso de Chlamydia trachomatis y Treponema pallidum, C.trachomatis se encuentra
prevalentemente en la Region Metropolitana (Zamboni et.al, 2016; Huneeus, Schilling y

Fernandez, 2018), pero T.pallidum se haya mas repartida en las regiones, sin embargo
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mas de la mitad de los casos de 2018 se encontraban en la Region Metropolitana (Minsal,
2019). En cambio, Neisseria gonorrhoeae se encuentra en las distintas regiones de Chile,
donde un poco menos de la mitad de estos casos se encuentra en la Region
Metropolitana en el afio 2018 (Minsal, 2019).

3.3.4 Seleccion ITS

Se selecciona Neisseria gonorrhoeae por sobre C. trachomatis y T. pallidum porque tiene
mayor variabilidad de serotipos (Unemo et.al, 2016), lo que genera una mejor resolucion
en un caso de delito sexual, permitiendo discriminar y diferenciar a una mayor cantidad
de personas en una comunidad en un delito de violacion, que cuando son menos
serotipos y subespecies, ya que es mas probable que més personas padezcan los
serotipos y subespecies de Chlamydia trachomatis y Treponema pallidum

respectivamente.

También, esta eleccién se justifica, debido a que existe una mayor diversidad del nicho
ecolégico de N. gonorrhoeae en Chile, pues se encuentra en las distintas regiones del
pais (Minsal, 2019), pudiendo analizar casos de delitos de tipo de violacion en las
diferentes regiones con la ayuda de la toma de muestra de esta ITS. Ademas, sus vias
de contagio se enfocan prevalentemente al contacto de la zona genital entre personas
(Minsal, s.f.), favoreciendo que se pueda encontrar al culpable a través del analisis de
esta Neisseria. A esto, se le suma que la eleccion de la ITS no debia tener una
prevalencia en Chile muy alta como Treponema pallidum, ya que seria complejo el
camino de encontrar a un culpable de este tipo de delito porque las personas de la
comunidad tendrian una alta probabilidad de padecer esta ITS, sin ser el culpable
necesariamente de una violacién; ni tampoco una prevalencia muy baja como Chlamydia
trachomatis, ya que no se justificaria gastar recursos en implementar un andlisis
microbiolégico forense en esta ITS si tiene una baja prevalencia. Por ende, debia
encontrarse en un punto intermedio de prevalencia, donde se encontraba en este caso
Neisseria gonorrhoeae, donde alcanz6 un peak de incidencia de 15,7 casos nuevos

notificados por cada cien mil habitantes (ISP, 2019) al compararla con las otras dos ITS.
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3.4 Neisseria gonorrhoeae
3.4.1 Caracteristicas

Neisseria gonorrhoeae es una bacteria patogénica aerobica, gramnegativa, de forma
cocécea, dispuesta en pares (diplococos), son inmaviles, carecen de capsula y no forman
endosporas; ademas, los gonococos tienen un genoma circular que tiene una longitud de
2,14 Mbp (Cehovin y Lewis, 2017; Ortiz, Santander y Lugo, 2021).

Esta bacteria se transmite durante las relaciones sexuales o por contacto con fluidos
biolégicos infectados (por ejemplo, secreciones genitales o saliva), infectando
principalmente la mucosa genital pero también puede colonizar la mucosa ocular,

nasofaringea y anal (Cehovin y Lewis, 2017).

Esta bacteria es altamente infecciosa debido a sus factores de virulencia (Figura 1) como
pili tipo IV, proteinas porinas, proteinas Opa, las proteinas Rmp y los lipooligosacéaridos
(LOS). La pili de tipo IV tiene como funcion la adherencia a las células del huésped, la
transferencia de material genético y la motilidad. Las proteinas de la porina tienen dos
tipos, porAy porB, sin embargo, la porA es silenciosa en N. gonorrhoeae, pero porB (que
es codificada por el gen porB1lb especificamente) es la proteina de membrana externa
mas expresada y, gracias a la codificacién de su gen, le permite cumplir la funcion de
supervivencia a la bacteria, ya que puede interferir en la degranulacién de los neutrdfilos
y facilitar la invasion de las células epiteliales. Las proteinas Opa (proteinas de opacidad)
son una serie de proteinas de membrana que median la unién con células epiteliales y
fagociticas. Las proteinas Rmp cumplen el rol de estimular a los anticuerpos que
bloguean la actividad bactericida de Neisseria. El lipooligosacéarido, situado en la
membrana externa, es relevante porque sirven para la adherencia y la invasion de las
células del huésped (Singh, 2019).
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Figura 1: Estructura patogénica de N. gonorrhoeae, en formato macro y microscopica (Recuperado de

Ortiz, Santander y Lugo, 2021).

En varones, este tipo de infeccion afecta a la mucosa uretral, pero también pueden verse
afectados los epitelios rectal, faringeo y conjuntival. En las mujeres, esta infeccion afecta
principalmente al epitelio cervical pero también puede colonizar el tejido vaginal. En los
hombres, la infeccion urogenital es generalmente sintomatica, con la aparicion de uretritis
en el 80% de los casos. En cambio, en las mujeres, cuando la infeccidén afecta al cuello
del Gtero, provoca sintomas vaginales como secrecion, sensacion de ardor y malestar. Si
no se trata, puede dar lugar a una enfermedad inflamatoria pélvica, infecciones
gonocdcicas diseminadas y, aunque en menor probabilidad, endocarditis, meningitis e
infertilidad (Cristaudo y Giuliani, 2020).

3.4.3 Marcadores moleculares en andalisis clinico

En los laboratorios clinicos, la deteccién de diferentes ITS es muy frecuente, donde la
tecnologia de hoy en dia ha permitido la multi-deteccién de microorganismos, a través de
PCR multiple. Los principales marcadores de deteccidon en el ambito clinico de Neisseria
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gonorrhoeae son principalmente porBlb, gyrA, mtrR y rpsJ (Graham, Doyle y Jennison,
2017; Nicol et.al, 2014; Vidovic et.al, 2011; llina et.al, 2008).

3.4.4 Seleccién de marcadores genéticos para el estudio

Los marcadores genéticos basados en el ADN de la bacteria son usados en genética de
poblaciones como marcadores de polimorfismo entre individuos y/o poblaciones (Castro
y Sanchez, 2008), en el cual, se seleccionan los siguientes marcadores de Neisseria
gonorrhoeae que son mtrR, rpsJ y gyrA para la metodologia de minisecuenciacion, y
porBlb, que este solo se utilizard para la metodologia de amplificacion de &cidos
nucleicos (NAAT). Esto se debe a que, el gen porBlb es hipervariable, ya que puede
estar sujeta a mutaciones y recombinaciones frecuentes, lo que puede llevar a que no se
detecten las cepas predominantes de N. gonorrhoeae que circulan dentro de una
comunidad durante un periodo prolongado de tiempo. De manera que, no serviria en el
proceso de minisecuenciacion, pero si puede ayudar a la identificacion de esta bacteria
por el método de NAAT, de tipo PCR (Vidovic et.al, 2011). A diferencia de los otros 3
marcadores elegidos, que se identifican con éxito durante un largo periodo de tiempo y
no son hipervariables, siendo relevante para realizar una minisecuenciacion (Graham,
Doyle y Jennison, 2017). En cuanto a los sitios polimérficos de los cuatro marcadores
polimorficos, permiten lograr diferenciar y caracterizar a las distintas cepas de Neisseria
gonorrhoeae, por lo que la identificacion de estos sitios, cumplirian un importante rol para

identificar al culpable en un delito de violacién (Vidovic et.al, 2011).

3.4.4.1 Marcador genético porBlb

El gen porBlb codifica a la proteina porB que le permite cumplir la funcion de
supervivencia a la bacteria, ya que puede interferir en la degranulacion de los neutrofilos
y facilitar la invasion de las células epiteliales (Singh, 2019). Los sitios polimérficos de
este marcador son setenta y dos, pero este valor puede variar, dependiendo de cada

variante de la bacteria (Vidovic et.al, 2011).
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3.4.4.2 Marcador genético mtrR

El gen mtrR es un regulador transcripcional de la familia TetR, que regula la supervivencia
gonocadcica. La expresion de este gen se encuentra aumentada en la bacteria Neisseria
gonorrhoeae, viéndose favorecida la capacidad de los gonococos a sobrevivir a la
destruccion oxidativa por parte de los neutrofilos de la célula huésped (Folster et.al,
2009). Los sitios polimérficos de este marcador son entre tres a once, sin embargo, este
namero puede variar, dependiendo de cada variante de la bacteria (Graham, Doyle y
Jennison, 2017; Olsen et.al, 2013; Liao et.al, 2011; llina et.al, 2008; NCBI, s.f.).

3.4.4.3 Marcador genético gyrA

El gen gyrA actda en el proceso de replicacion de ADN bacteriano al codificar las dos
subunidades de tipo A de la ADN girasa, que faculta que ocurra los giros negativos en el
cromosoma de la bacteria, para que la girasa de ADN pueda catalizar el desenrollamiento
de las moléculas de ADN y poder reducir la tensiébn molecular causada por el
superenrollamiento del ADN (Marchese y Debbia, 2016; Kivata et.al, 2019). Los sitios
polimorficos varian entre dos a ocho sitios, aunque el nimero exacto puede cambiar
dependiendo del estudio y las cepas que se estan analizando (Liu et.al, 2022; Ilina et.al,
2008; Unemo et.al, 2016; Demczuk et.al, 2017; Nicol et.al, 2014; Graham, Doyle y
Jennison, 2017).

3.4.4.4 Marcador genético rpsJ

El gen rpsJ interviene en el proceso de traduccion de la bacteria, codificando a la proteina
ribosomal 30S S10, que permite la union de ARNt a ribosomas (Ortiz, Santander y Lugo,
2021; Hu et.al, 2005). En cuanto al niumero de sitios polimérficos, puede variar entre dos
a cinco, dependiendo del aislado o cepa de Neisseria gonorrhoeae que se esté
estudiando (Shaskolskiy et.al, 2018; Unemo et.al, 2016; llina et.al, 2008).
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4. RELEVANCIA DEL ESTUDIO BIBLIOGRAFICO

Debido a la prevalencia (ISP, 2019), numero de serotipos (Unemo et.al, 2016),
distribucion en las regiones de Chile (Minsal, 2019), y su via de transmisién (Minsal, s.f.)
de Neisseria gonorrhoeae; su estudio, identificacion y deteccién, podria tener un rol clave
en aquellos casos de delitos sexuales donde la victima o el imputado presentan esta
infeccion. Este hallazgo podria otorgar elementos probatorios del contacto sexual cuando

los métodos clasicos forenses, en una violacion, no entregan la informacion suficiente.

Hasta la fecha, en el ambito clinico, se conocen y estan bien documentadas las técnicas
de deteccién de N. gonorrhoeae, mediante el uso de biologia molecular aplicada a los
marcadores mencionados anteriormente. De este modo, este microorganismo permitiria

una buena deteccién en otros ambitos como el forense.

Por lo tanto, se utilizara los marcadores genéticos polimorficos mtrR, gyrA y rpsJ de N.
gonorrhoeae, ya que son los marcadores que pueden conducir a una deteccién de las
variantes circulantes mas predominantes en las diferentes regiones de Chile, y porBlb
para solo identificar la presencia o no de Neisseria. Esto implicaria, la implementacion de
un laboratorio microbioldgico orientado al ambito forense en el SML. Esta implementacion
entregaria informacion adicional a la investigacion criminal, ya que permite vincular a la
victima y el sospechoso a través de la deteccién de un mismo microrganismo, con los
mismos marcadores moleculares, sobre todo en aquellos casos en que no hay deteccién

de ADN humano del agresor en las evidencias y muestras tomadas a la victima.
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V. HIPOTESIS

“La deteccion de los sitios polimorficos de los marcadores genéticos mtrR, gyrA 'y rpsJ de
Neisseria gonorrhoeae, a través de la técnica de minisecuenciacion, permiten establecer

un vinculo entre victima y sospechoso en casos de violacion”.

VI. OBJETIVOS

Objetivo General:

Implementar un método de analisis de los sitios polimérficos de los marcadores genéticos
mtrR, gyrA y rpsJ de Neisseria gonorrhoeae en muestras biolégicas que permitan

establecer un vinculo entre victima y sospechosos en casos de violacion.

Objetivos Especificos:

1. Determinar las condiciones iniciales de las muestras biolégicas obtenidas de casos
de violacién, con caracteristicas conocidas de Neisseria gonorrhoeae, para

generar una base de datos inicial, a partir de los serotipos circulantes en Chile.

2. Determinar un método de analisis genético para la deteccion de Neisseria

gonorrhoeae de muestras biolégicas obtenidas de casos de violacion.

32



VI. METODOLOGIA

Objetivo 1.

Determinar las condiciones iniciales de las muestras bioldgicas obtenidas de
casos de violacion, con caracteristicas conocidas de Neisseria gonorrhoeae, para

generar una base de datos inicial, a partir de los serotipos circulantes en Chile.

1. PROCESAMIENTO INICIAL DE MUESTRAS BIOLOGICAS EN CASOS DE
VIOLACION, CON CARACTERISTICAS CONOCIDAS DE NEISSERIA
GONORRHOEAE

Para generar una base de datos inicial, a partir de los 14 serotipos circulantes de
Neisseria gonorrhoeae en Chile, se realiza un analisis de frecuencia genotipica a partir
de 80 térulas o hisopos de muestras de hisopado genital con concentraciones de
Neisseria gonorrhoeae conocidas, facilitadas por el Instituto de Salud Publica de Chile.
Se toman 5 muestras de cada una de ellas. En estudios previos, se determin6 que para
conseguir una adecuada identificacion de esta bacteria la térula “completa” debe estar en
un medio humedo, debido a que Neisseria es un microorganismo muy sensible a los
factores ambientales, por lo que se recomienda que al momento de su recoleccién y
transporte de la muestra debe ser en hisopos hiumedos (Minsal, 2016; Serra-Pladevall
et.al, 2018). Ademas, es probable que el tamafio de la térula varie, ya que existen casos
en que se utilizé la térula para otros procedimientos, por lo que se puede disponer de la
mitad, un cuarto o tres cuartos del hisopo. Asimismo, se debe considerar el
almacenamiento de esta bacteria, donde si es a corto plazo su andlisis, se recomienda
conservar a 4°C (Serra-Pladevall et.al, 2018), pero si su almacenamiento sera de mas de
72 hrs, se recomienda almacenar en un medio de tripticasa de soya con glicerol al 15%
en nitrdgeno liquido, 0 mantenerse en un congelador a -70°C (Ortiz, Santander y Lugo,
2021). Del mismo modo, se debe considerar que esta bacteria debe manipularse de
acuerdo con el Nivel 2 de Bioseguridad correspondiente a la Clasificacion Internacional
de Riesgo (World Health Organization, 2020).
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Posteriormente de definir los parametros mencionados, las muestras se analizan, en una
primera instancia, con la técnica NAAT de tipo PCR, donde se miden las térulas a
diferentes concentraciones de Neisseria gonorrhoeae en presencia del marcador porBlb,
para definir un rango de concentraciones adecuadas de este microorganismo, en que se
logre identificar nitidamente esta bacteria en la electroforesis en gel de agarosa (Unemo
et.al, 2002). Luego, para determinar el tipo de variante de Neisseria gonorrhoeae en los
marcadores mtrR, gyrA y rpsJ, se realiza la técnica de minisecuenciacion en estas
mismas muestras, que permitan verificar la frecuencia genotipica en la poblacion chilena
de estos marcadores, al realizar un estudio poblacional con estas muestras (Unemo et.al,
2018). Para ambas técnicas se utiliza como control positivo ADN de una cepa de
referencia de N. gonorrhoeae que serd proporcionada por el ISP y como control negativo

agua destilada.

Objetivo 2.

Determinar un método de analisis genético para la deteccion de Neisseria
gonorrhoeae de muestras biolégicas obtenidas de casos de violacién.

1. PROCESO DE TOMA DE MUESTRA EN VICTIMAS DE VIOLACION

Se recolecta muestras de victimas de violacion en la unidad de sexologia del SML como
material biolégico como hisopados genitales (secreciones), muestras de sangre, orina y
saliva. Primero se analiza la presencia del ADN humano del sospechoso. Si esta prueba
es negativa, se realizara un analisis microbiologico forense en hisopados genitales para
determinar la presencia de ITS, que, en este caso, sera Neisseria gonorrhoeae (Ortiz,
Santander y Lugo, 2021). La toma de muestras se realiza mediante un acta de
consentimiento y sera aprobado por el comité de Bioética (formato del acta de
consentimiento en Anexo), para reservar la privacidad de los datos de la victima (Minsal,
2016).

Se recomienda que la recoleccion de la muestra se realice antes de cumplirse las 72
horas, para obtener evidencia suficiente y permitir mejores resultados. En victimas cuya

historia revela que la agresion ocurrié con data mayor a las 72 horas, corresponde realizar
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una toma de muestra de hisopado vaginal para detectar la presencia de algun
microorganismo en la victima y realizar un completo examen fisico para determinar
lesiones extra e intra genitales mas la recoleccion de la ropa interior al momento de la
agresion si no ha sufrido algun lavado. En caso de que la victima fuese mayor de edad y
decidiera no denunciar en el momento que ocurrio la violacién, se debe tomar muestras
de todas formas y guardar en un lugar previamente determinado, bajo medidas de
seguridad hasta un afio aproximadamente, periodo en el cual, la victima puede realizar

la denuncia y la Fiscalia pueda solicitar las muestras (Minsal, 2016).

2. IDENTIFICACION DE NEISSERIA GONORRHOEAE CON MARCADORES
GENETICOS

Se analiza los marcadores genéticos polimorficos de varios genes de N. gonorrhoeae que
codifican para enzimas del metabolismo intermediario, para lo cual se seleccionan 4
genes que son porBlb, rpsJ, gyrA y mtrR. La secuencia de los partidores de estos
marcadores se encuentra resumida en la Tabla 1. La secuencia de los primers se obtiene
de articulos cientificos. Los partidores de porBlb fueron descritos en Liao et.al (2008),
donde solo incluy6 un 85% de la secuencia del gen bacteriano; para gyrA se obtiene de
Deguchi et.al (1995), en que se requirié solo el 45 % de la secuencia del gen bacteriano;
para mtrR se utiliza los partidores que se usaron en Lucas et.al (1997), que solo requirid
el 40% de la secuencia del gen de la bacteria; y los partidores de rpsJ se adquieren de
llina et.al (2008), en el cual se utiliza solo una parte de la secuencia del gen de esta
bacteria (alrededor del 25 %).

Tabla 1: Secuencia de partidores que se utilizan para identificar los genes mtrR, gyrA, rpsJ y porB1b de

Neisseria gonorrhoeae mediante PCR.

Gen Forward primer 5'a 3° Reverse primer 5'a 3’ Longitud del

amplicén (pb)

mtrR GCCAATCAACAGGCATTCTTA GTTGGAACAACGCGTCAAAC 401
gyrA GACGGCCTAAAGCCGGTGCA ATGTTGGTCGCCATACCGAC 431
rpsJ GTGCTGTTGTAAAAGGCCCG CGGCCGGCAAATCCAGCTTC 186
porB1b CCGGCCTGCTTAAATTTCTTA TATTAGAATTTGTGGCGCAG 873
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2.1 Técnica de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT) de tipo PCR

Para la técnica NAAT, se utiliza el sistema Siemens VERSANT GC DNA 1.0 (kPCR), que
es completamente automatizado y permite la extraccion, amplificacion y detecciéon de
ADN de N.gonorrhoeae, utilizando como marcador genético principal de esta bacteria a
porBlb (Kerndt et al., 2011).

Luego, en la extraccion y purificacion del acido nucleico de la muestra, se afiade
proteinasa K para eliminar las proteinas unidas al ADN, un tampon de lisis caotropica
para inactivar ADNasas Y lisar las particulas bacterianas. Luego, se agrega perlas de
silice magnéticas para capturar los acidos nucleicos y extraer el ADN. La mezcla se
incubara a 62°C durante 15 minutos. Las perlas de silice magnéticas con ADN capturado
de Neisseria gonorrhoeae, se lava mediante 3 series de lavado con etanol, para eliminar
los componentes restantes de la muestra. EI ADN purificado se eluye con tampén de
elucién para separar el ADN de las perlas de silice y se incuba a 74°C durante 10 minutos
(Kerndt et al., 2011).

La cuantificacion de los extractos de ADN obtenidos de la muestra se realiza por
espectrofotometria con un equipo Nanodrop a una longitud de onda de 260 nm, aplicando
la férmula de ley de Lambert-Beer para estimar la concentracion de ADN. La pureza del
ADN se evalua mediante la razén de absorbancia de A260/A280, en que se considera un

ADN de buena calidad cuando es mayor a 1,8 y menor a 2 (Kerndt et al., 2011).

Después, se afiade el producto eludido a una placa de PCR de 96 pocillos que contiene
una mezcla de primers-sonda de Neisseria y la mezcla de enzimas proporcionadas en el
sistema Versant DNA 1.0 (kPCR) (Kerndt et al.,, 2011). Luego, se lleva a cabo la
amplificacion por PCR en tiempo real, donde se usa ADN genémico como molde y los
partidores de oligonucleétidos que estan descritos en la Tabla 1. La amplificacion se hace
bajo las condiciones que se indican en llina et.al (2008), a una mezcla de reaccion de que
contenia una concentracion de 66mM Tris-HCI para estabilizar el pH de la solucion; 16,6
mM SOz para precipitar el ADN; 2,5 mM MgClz que actia como cofactor enzimatico de la
polimerasa; 0,2mM de cada dNTP para generar las nuevas cadenas de ADN; 5 pmol de
cada partidor para seleccionar un segmento del genoma que se amplificard y 1 unidad

de polimerasa Taq para duplicar el ADN molde. Luego, de realizar la mezcla de PCR, se
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lleva a un termociclador con las siguientes condiciones: 94 °C durante 20 s, 60 °C durante
20 sy 72 °C durante 15 s durante 35 ciclos. Los productos de amplificacion se analizan
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (llina et.al, 2008), para detectar la

presencia de este microorganismo.

2.2 Minisecuenciacion de marcadores genéticos polimérficos

La PCR se realiza como se describié anteriormente, utilizando los conjuntos de partidores
enumerados en la Tabla 1. La desfosforilacion de los grupos fosfato del extremo 5’ de los
dNTP en la mezcla de reaccion posterior a la amplificacion, se lleva a cabo mediante la
incubacion con 0,5 unidades de fosfatasa alcalina, durante 20 min a 37 °C, seguida de la

inactivacion de la enzima a través de calor 10 min a 85°C (llina et.al, 2008).

Las reacciones de minisecuenciacion se genera con los amplicones de todos los genes
de interés que se observan en la Tabla 2, obtenidos de llina et.al por PCR convencional

con los primers disefiados para cada SNP en particular (llina et.al, 2008).

Las reacciones de extension de los partidores se generan bajo las condiciones que se
indican en llina et.al (2008) con pequefias modificaciones que se denota en Fiorentino
et.al (2003). La mezcla de PCR sera de 20 ul de mezcla de reaccion, que contiene 66mM
Tris-HCI; 16,6 mM SOg; 2,5 mM MgClz; 0,2mM de un solo didesoxinucleotido fluorescente
(ddNTP) que es importante porque se complementa con los genes de interés; 10 pmol
de cada primers interno respectivo y 2 unidades de ADN polimerasa (TermiPol) para
generar la extension de los partidores (polimerizacién). Luego, de realizar la mezcla de
PCR, se lleva a un termociclador con las siguientes condiciones: 94 °C durante 20 s, 58
°C durante 20 sy 72 °C durante 15 s durante 70 ciclos. Este proceso va a generar los
fragmentos de los genes marcados con fluorescencia para su analisis. Después de la
reaccion de extension del primers, se mezcla el producto de minisecuenciacion con Hi-Di
Formamide para suspender las muestras, y luego se desnaturalizara durante 4 min a 90
°C. Posteriormente, para revelar los datos de la electroforesis, se analiza la sefial de cada
pico en un electroferograma con el software de analisis GeneScan® (Applied

Biosystems); donde el color del tinte del fragmento se utiliza para identificar el nucleétido
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de interés. Para la técnica de minisecuenciacion, el color se asigna a cada ddNTP de la

siguiente manera: verde/A, negro/C, azul/G, rojo/T.

Tabla 2: Secuencia de primers de cada gen para minisecuenciacion (Modificado de llina et.al, 2008).

Gen Forward primer 5°a 3° Reverse primer 5°a 3°

mtrR ACATACACGATTGCACGGAT TGAAATGCCAATAGAGCGCG
gyrA ATACCACCCCCACGGCGATT CGCCATACGGACGATGGTGG
rpsJ ACATTTTCCGTTCTCCGCAC CGGCCGGCGAATCCAGCTTC

2.3 Andlisis estadistico

El andlisis de minisecuenciacion se realiza mediante una distribucién binomial con

intervalo de confianza al 95% (Fiorentino et.al, 2003).

VIIl.  PLAN DE TRABAJO

Objetivos Especificos ‘ Meses \

1. Determinar las condiciones iniciales de las muestras biolégicas obtenidas de casos de violacién, con caracteristicas conocidas de
Neisseria gonorrhoea, para generar una base de datos inicial, a partir de los serotipos circulantes en Chile.

A) Procesamiento inicial de muestras bioldgicas en casos
de violacion, con caracteristicas conocidas de Neisseria
gonorrhoeae.

2. Determinar un método de analisis genético para la deteccion de Neisseria gonorrhoea en muestras biolégicas obtenidas de casos de
violacion.

A) Proceso de toma de muestra en victimas de violacién.

B) Identificacién de Neisseria gonorrhoeae con marcadores
genéticos en técnica de amplificacion de acidos nucleicos

iNAATi de tiio PCRi minisecuenciacion.
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IX. TRABAJO ADELANTADO POR INVESTIGADOR(A) RESPONSABLE

NO APLICA
X. RECURSOS DISPONIBLES

NO APLICA

Xl.  DETALLE Y JUSTIFICACION DE RECURSOS SOLICITADOS.

Servicio Médico Legal, Unidad de Genética Forense

Universidad/Facultad/Departamento

XI.1. DETALLE DE LOS RECURSOS SOLICITADOS
NO APLICA
X1.2. JUSTIFICACION DE RECURSOS SOLICITADOS:

Justifigue los montos solicitados para cada afio de ejecucién en cada uno de los items.
No se consideraran solicitudes sin una adecuada justificacion. Asegurese que los montos
totales de cada item coincidan con los ingresados en la tabla Detalle de los Recursos
Solicitados. EI méximo para solicitar incluyendo todos los items es de $ 30.000.000.

NO APLICA
e PERSONAL TECNICO Y/O DE APOYO:

Describa claramente, si corresponde, las funciones del personal técnico y/o de apoyo
para los cuales solicita financiamiento. Este debe estar directamente relacionado con el
logro de los objetivos del proyecto. Por ejemplo: Laboratoristas, ayudantes de
programacion, etc. No incluya en este item, recursos para la contratacién de personal

ocasional, ejemplo: traduccién de documento.

NO APLICA
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e BECAS PARA TESISTAS/ MEMORISTAS:

Informe las tesis de pre y postgrado que pretende financiar a través del proyecto.

NO APLICA
e VIAJES PARA EL PROYECTO:
» VIAJES AL EXTRANJERO DEL PROYECTO:

Solo se aceptaran pasajes en clase econdmica. Para mas informacion consulte las

Instrucciones para postular.

NO APLICA
» VIAJES NACIONALES DEL PROYECTO:

En la justificacion de las salidas a terreno, asistencia a reuniones cientificas nacionales y
viajes dentro del pais, incluya el medio de transporte a utilizar. Para mas informacion

consulte las Instrucciones para postular.

NO APLICA
> VIAJES COOPERACION INTERNACIONAL:

Justifique su solicitud de recursos para actividades de cooperacion internacional. Indique
de qué manera su propuesta se vera fortalecida en el logro de sus objetivos al invitar a
un(a) investigador(a) residente en el extranjero. Recuerde que solo se aceptaran pasajes
en clase econdmica. Para mas informacion consulte las Instrucciones para postular.

Justificaciéon (para cada afio)

NO APLICA
e GASTOS DE OPERACION:

Indique en la siguiente tabla, el costo anual estimado para cada uno de los subitem
necesarios para una exitosa ejecucion del proyecto. Inserte tantas filas como requiera.

Justifique su solicitud en el espacio provisto.
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Tabla 3: Gastos de operacion

Total
Subitem (miles de S)
Semestre 1 Semestre 2

Articulos de Oficina 200 100
Insumos Computacionales 500 100
Reactivos e Insumos de laboratorio 256.673 126.086
Adquisicién de libros, revistas, suscripciones y membresias 0 0
Inscripciones en congresos 0 0
Compra de servicios 0 0
Contratacién de personal auxiliar ocasional y obrero 0 0
Costo publicaciones cientificas 0 0
Software y licencias 520 520
Costo de Encuestas 0 0
Costo Focus Group 0 0
Actividad(es) de Difusion a publico general 0 0
Otros (especificar) 0 0

TOTAL: 257.893 126.806

Fundamente su solicitud:

Al abrir un “nuevo laboratorio” en el SML, en este caso de microbiologia forense, se

debe considerar todos los recursos necesarios para poder implementarlo y que pueda

comenzar su funcionamiento a través de una estimacion inicial de costo, segun el

presupuesto econdémico que disponga el SML para ejecutar este proyecto.

- Articulos de oficina: Este item incluye impresora, hojas blancas tamafio carta,

tinta para impresiones, y materiales de oficina en general como lapices,

marcadores, corchetes, etc.
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Insumos computacionales: Este item considera la adquisicion de un
computador para utilizar el software requerido para el andlisis estadistico y

considerar su mantenimiento.

Reactivos e insumos de laboratorio: Para la realizacion de la metodologia
propuesta, este item incluye: Reactivos y materiales para almacenamiento
Neisseria gonorrhoeae; sistema Siemens VERSANT GC DNA 1.0 (kPCR); Kits
de extraccion, purificacion y cuantificacion; equipo de espectrofotometria
Nanodrop; Kits para reacciones de PCR y equipo termociclador de 96 pocillos;
sistema de electroforesis capilar; enzima fosfatasa alcalina; Kits de extension
de primers; Hi-Di Formamide; contenedores de nitrdgeno; maquinas
centrifugas; refrigeradores -70°C; campanas de extraccion; material y gabinetes
de bioseguridad; kits de micropipetas de 10-100-200-1000 uL; insumos
plasticos, de limpieza u otros.

Software y licencias: Para la obtencion de resultados de minisecuenciacion,
se utiliza el software (con su respectiva licencia) de andlisis de GeneScan® de
Applied Biosystems. Ademds, se debe tener en cuenta la licencia Microsoft,

como adicional, por si se requiere para algun analisis.

BIENES DE CAPITAL:

Cada uno de los bienes solicitados requiere una clara justificacién con respecto a los
objetivos y metodologia propuesta. Describa detalladamente las caracteristicas,
componentes y especificaciones técnicas de cada uno de ellos, indicando el nombre del
proveedor consultado. El monto solicitado debe incluir los costos de transporte, flete,
seguros, IVA y derechos de internacion. No incluya en este item equipamiento menor no

inventariable, incluido elementos informéaticos.

Se permite la compra de mobiliario y/o acondicionamiento menor de espacios fisicos que

correspondan a la naturaleza y ejecucién adecuada del proyecto.
Fundamente su solicitud:

NO APLICA
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XIl.

ANEXOS

CARTAS DE CONSENTIMIENTO INFORMADO, PROTOCOLO ANIMAL,
CERTIFICADOS DE ETICA/BIOETICA, BIOSEGURIDAD, PERMISOS Y
OTROS, si corresponde: Si las certificaciones/Autorizaciones se encuentran en
proceso, el(la) postulante debe indicar en la seccion Objeto de Estudio esta

situacion.

Carta de Consentimiento Informado (Recuperado de Minsal, 2016):

ACTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO Y TOMA DE MUESTRA N®.

I) Identificacion de la persona a quien se tomara la muestra bioldgica

MNombre completo:

Cedula de identidad: *Parentesco
Fecha Nacimiento: Nacionalidad:
Verificacion de identidad: Biometria [:] Ficha Decadactilar [:]

I1) D Sistema Nacional de Registro de ADN / Comparativo de ADN |:]

Condenados [__] | Imputados [ | Victimas [__J| Familiares () | otros: O

de Personas Perdidas

Motificacion/Oficio N© del

III) Consentimiento Informado

En este acto consiento proporcionar una muestra bioldgica a fin de que se determine mi huella genética, segln se ordene ya sea ingresar con
posterioridad al registro correspondiente segin ko establecido en la Ley 19.970 gue crea el Sistema Nacional de Registros de ADN y/o quede
disponible para analisis comparativos de ADN.

Asi mismo, declaro que en este mismo acto y previo al procedimiento de toma de muestra bioldgica que s2 me informa que el Sistema Nacional
de Registros de ADN tiene caracter reservado, & informacion contenida en él sdlo puede ser directamente consultada por el Ministerio Pablico
v bos Tribumales de Justicia, y gue bajo ningln supuesto el sistema podra constituir base o fuente de discriminacion, estigmatizacion,
vulneracidn de la dignidad, intimidad, privacidad o de la honra.

Por Gltimo se me informa que la Ley antes sefialada y sdlo para los registros de condenados e imputados, en caso de negativa de acceder a
la toma de muestra dicha negacion sera puesta en conocimiento del Tribunal de Justicia.

Habiéndose sefialado lo anterior, manifiesto y reafirmo mi consentimiento y conformidad con la toma de mi muestra biologica para los fines
va descritos, firmando e imprimiendo mi huella dactilar en sefial de aceptacidn.

Firma Impresion dactilar

Observaciones:
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IV) Identificacion de la muestra bioldgica

Tipo de Muestra: N.U.E.

Fecha: Haora:

V) Completar en caso de rechazo, indicando el motivo.

Manifiesto mi voluntad de rechazar la toma de mi muestra bioldgica, firmando y/o imprimiendo mi huella
dactilar e indicando el motivo.

Motivo del Rechazo:

Firma Impresion dactilar

VI) Identificacion del funcionario

Firma Funcionario Toma de Muestra Firma Funcionario 2
Nombre: Nombre:
R.U.M.: RB.U.N.:

*scla en caso de Registro de Personas Perdidas y sus Familiares.

e INSTITUTO ANTARTICO CHILENO - PROYECTOS EN LA ANTARTICA, si
corresponde: El(La) postulante debe adjuntar el “Certificado Cumplimiento

Normativa Ambiental” y “Carta de Certificacion Logistica”.

NO APLICA

e CERTIFICACION DE PUBLICACIONES ACEPTADAS/EN PRENSA, si
corresponde: El(La) postulante debe anexar cartas, correos electronicos u otros

gue acrediten por parte de la revista/comité editorial, el estado del manuscrito.

NO APLICA

e COTIZACIONES, FACTURAS PRO-FORMA Y OTROS DOCUMENTOS, El(La)
postulante debe anexar manuscritos en proceso de revision, cotizacion(es) del(de
los) bien(es), insumos y reactivos a adquirir, carta de compromiso de instituciones

colaboradoras, entre otros.

NO APLICA
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