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RESUMEN

Debido a la dificultad e interferencia visual endateccion de cabezas de
espermatozoides, que causan todas aquellas sastgn@structuras que acompafnan las
muestras, contenidos vaginales y bucales, y queonoobjeto de estudio (matrices), al
problema caracteristico que presentan los micréssoppticos en relacion con la
profundidad de campo, se realizO un mejoramientdb mleceso de investigacion
confirmatorio de delitos sexuales, utilizado enrté&@ad de Bioquimica y Criminalistica del
Servicio Médico Legal de Santiago. Este mejoramiese consiguid, mediante la
incorporacion de tres nuevas aplicaciones: RohotiBecnologia Digital Optica y
procedimientos bioquimicos (proteinasa K). La pramaplicacién, tuvo como base un
microscopio optico con camara digital incorporastabre el cual se construyd un Robot,
que fue disefiado utilizando tres motores paso @ pa& entregan precision en los
movimientos del microscopio en el eje X, Y y micétnto, un microprocesador que emite
los impulsos para el movimiento de los motoresnysaftware “Arduino pro 3.0” que
comanda mediante una programacion y dirige los mievitos de los motores en sus
distintos ejes. El Robot cumple la funcion de toddotografias del mismo campo, pero
con distinto foco de un area representativa déaleapy almacenarlas dentro de una carpeta
en el computador. La segunda aplicacion, tecnoldigaal Optica Software “Helicon
Focus 4.6”, apila las 3 fotos y genera una solagémala que se encuentra totalmente
enfocada, la cual finalmente serd analizada enaf#taf)a del computador. La tercera
aplicacion, consistio en el tratamiento de los eomtos en estudio con proteinasa K, una
enzima que es capaz de realizar una digestionedder de estructuras, conservando las
cabezas de los espermatozoides, proporcionandoondof mucho mas limpio. La
conjugacion del Robot, tecnologia digital Opticalay digestion con proteinasa K,
permitieron un mejoramiento notable en la técnittbzada, ya que consigue entre otras
cosas: purificar los frotis, obtener fotografiadalplaca en forma automética, solucionando
los problemas de profundidades de campo present @vservacion microscopica, crear
imagenes de buena calidad que permiten discrimosrezas de espermatozoides,

optimizacion del tiempo empleado en el proceso,amegrteza en el diagnostico.

Palabras clave: Robot, Tecnologia digital 6pticesfiermatozoides, Matrices, Proteinasa K
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ABSTRACT

Because of the difficulty and interference in thisual detection of sperm
heads, causing all substances and structuresdbamaany the samples, vaginal and oral
content, which are not covered by the study (mskstand the characteristic that presented
the problem optical microscopes in relation to tepth of field, an improvement of the
investigative process of confirming sexual crimesed in the unity of Biochemistry and
Criminalistics of the Forensic Medical Service iran8ago. This improvement was
achieved through the incorporation of three newliegfions Robotics, Digital Optics
Technology and biochemical procedures (proteingsd Ke first application was based on
an optical microscope with built-in digital camenahich had built a robot that was
designed using three stepping motors that delivecigion movements of the microscope
in the axis X, Y and micrometric, a microproceswt emits pulses to the movement of
the engines, software and a "pro Arduino 3.0" thlo@ program that commands and
directs the movements of the engines in their wariaxes. The Robot serves to take 3
photos of the same field, but with a different fe@f a representative area of the plate and
store them inside a folder on the computer. Theors#capplication, digital optics
technology software Helicon Focus 4.6, "stacks3hghotos and generates a single image,
which is totally focused, which eventually will lamalyzed on the screen of the computer.
The third application, was to treat those in thedgtwith proteinase K, an enzyme that is
capable of making a differential digestion of stanes, while retaining the head of the
sperm, providing a much cleaner background. Thebagation of Robot, optics and digital
technology digestion with Proteinase K, enabled eanarkable improvement in the
technique used, as it gets among other thingsfypamears, to get photographs of the
board automatically solving problems depths The&dfiin the microscopic observation,
create good-quality images that allow discriminatad sperm heads, optimizing the time
spent in the process, greater certainty in diagnosi

Keywords: Robot, digital optics technology, Speromta, Dies, Proteinase K.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION.

En el laboratorio de Bioquimica y Criminalistica galizan andlisis fisicos
(microscopia), quimicos y bioquimicos (analisisimdicos), de los indicios biolégicos
gue se encuentran en distintas matrices, enteraiérbr éstas como soporte en donde se
encuentra el liquido seminal (telas, pafales,dediigiénicas, sangre, fecas, entre otros),
con un objetivo criminalistico. La examinacion ¢iéoa de los indicios, esta dirigida
principalmente al analisis del material existemtdaevictima o en el sitio del suceso, y a la
examinacién de las ropas y objetos del sospecpasa hallazgos de material caracteristico

de la escena o de la victima.

La hipotesis base de la Criminalistica es que iglical, por muy inteligente

gue sea, siempre deja en el lugar del delito, @lgorevela su presencia dHi

El 90% de las muestras y/o evidencias son tomadasl &ervicio Médico
Legal de la Regién Metropolitana, principalmentela@minidad de Sexologia Forense. Las
variadas evidencias, tales como ropas, armas Bancaestras de tejido, fluidos
bioldgicos, entre otros, provienen principalmente kbs departamentos de clinica,
Tanatologia, Sexologia, fiscalias (gendarmeriaggdos de familia, policia y hospitales de

Santiago y los Servicios Médicos Legales Region§®gs

En el aflo 2006 se efectuaron 1.800 casos con pé&idfdjes, durante el afio
2007, se realizaron 1550 casos con 6280 peritajegndiéndose por éste, examen o0
estudio que realiza el experto (perito) sobre ebl@ma encomendado, para luego entregar
el dictamen pericial con sujecion a lo dispuesto lpoley, en el area de Bioquimica y

Criminalistica del Servicio Médico Legal de Santial]

En el area de Bioquimica y Criminalistica, el e&iudk los espermatozoides es
un hecho frecuente, se estima que el 10% a 15%iamdamente del total de muestras
gue se reciben mensualmente en esta area, somatfas como positivos a la presencia de
espermatozoides [2]. Es de suma importancia susiigaeion, dilucidacion del hecho

delictivo y diagndstico para el discernimiento deljpemas vinculados al Derecho Civil y
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Derecho Penal, por tal razén es trascendentalardio de peritajes éptimos y adecuados

para un diagnéstico de certeza.

En el quehacer cotidiano de las actuaciones méegales, con el fin de
precisar o esclarecer los delitos sexuales, seaeamo prueba confirmatoria la busqueda
de espermatozoides en muestras y/o evidenciass t@beno, hisopados genitales,
paragenitales y extragenitales, asi como tambi@mchas sospechosas de ser semen en
prendas u otros soportes como por ejemplo condaragstos, sabanas, entre otros,
destinadas para tal peritaje, mediante diversosedimientos. Para ello, el personal
especialista se encarga de realizar minuciosasracabmes que contribuyan con
diagndsticos de mayor certeza. Es asi como sedoaaplicando y mejorando procesos y
técnicas, a modo de facilitar, agilizar y hacer asetedioso el trabajo diario, minimizando

asi, las probabilidades de error.

Para determinar la presencia de manchas en evadersa realizan pruebas de
forma rutinaria, en donde primero se ilumina lanpee o especie con una lampara azul
(430-470 nm) con filtro naranja, lo que permiteviaualizacion de manchas que poseen
algun tipo de fluido biolégico fluorescentes, pudie ser semen, fluido seminal, orina,
sudor u otro. Luego, un trozo de la prenda se somena serie de reacciones que permiten
identificar la presencia de semen especificameniee las cuales encontramos la reaccion
de fosfatasa &cida (reaccién orientativa), SirvaBarBami (especifica), microscopia

(certeza), entre otras. [4]

La busqueda de liquido espermatico se relacionala®rdelitos de estirpe
sexual, en el caso de los hisopados, esta investigae realiza en muestras obtenidas de la
vagina, recto y cavidad oral, asi como en aquatagms susceptibles de encontrar el
mismo. Esta no sélo confirma la accién sexual @&arsino que confirma o descarta

determinadas versiones sobre los hechos acontecidos

El estudio de los frotis en los casos de preswitdisnas de delitos sexuales, se
encuentra circunscrito a la determinacion citolagide la presencia o ausencia de
espermatozoides procedentes de los indicios depues$sitio del suceso, sobre la victima
o el agresor, el que corresponde a fluidos biotiiprendas de vestir, objetos, entre otros,

como se hace referencia en parrafos anterioresnuestigacion del semen, debido a
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limitaciones en su desarrollo, puede presentasaria de dificultades para su observacion,
retrasando asi la obtencion de resultados. Delgréstas encontramos: diferencia en el
plano de enfoque que provoca el microscopio o@ittds campos visuales, contaminacion
de la muestra, la humedad e interferentes visuplessnmascaran a los espermatozoides y
tiempo que transcurre desde que se produce ebdwsta la llegada de la muestra al
servicio para sus valoraciones. El tiempo postc@to el que se pueden encontrar
espermatozoides en la cavidad vaginal, varia de aubores a otros, aunque de todos
modos cuanto mas precozmente se proceda, mayos@slidjades de éxito habra, por
ejemplo, en el caso de la muerte homicida de umsopa de sexo femenino, se hace
preciso la investigacion de caracter inmediatoadpdsibilidad de presencia de restos de
liquido espermaético, el dejar la toma de muestesia pl acto de autopsia, seria perder un

porcentaje de posibilidades de éxito importantg} [1

Es debido a estas limitaciones y al contexto ensgueen inmersos cada uno de
los delitos, lo que lleva a agilizar y mejorar @asha de las pericias con el propdsito de que
se logren entregar informes adecuados, oportumpe ycumplan con resultados favorables
en lo judicial. Por tales razones, en conjunto pafesionales del Servicio Médico Legal
de Santiago, se ha querido perfeccionar la técmgstente, aplicando recursos
tecnologicos poco utilizados en areas médicas, gap otras disciplinas, con intencién de
mejorar la identificacion y visualizacion de logpesnatozoides, lo que permitira realizar

estudios de forma eficiente, eficaz y de mayoreeartliagndstica.

Se puede sefialar entonces, por los motivos expuesioanterioridad, que los
espermatozoides en materia de estudio, en la maayl@ilos casos no se encuentran
aislados, sino que se encuentran presentes ererdder matrices, las cuales pueden
enmascararlos dificultando asi su estudio y pastersualizacion, pudiendo crear de esta

manera falsos negativos [11].

De acuerdo a estos antecedentes se plantea laerd@gupregunta de
Investigacion:

“¢ Es posible mejorar la visualizacion de los espatozoides, mediante la

conjugacion de Robotica, tecnologia digital Optycprocedimientos bioquimicos?”.
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El propésito de estudio es realizar una limpiezalade muestras altamente
contaminadas, a fin de conseguir una placa quemesin fondo con la menor cantidad de
estructuras no deseadas, con ello facilitar laaligacion y permitir detectar las cabezas de
espermatozoides sin mayores distractores. Se deis@erar la presencia de matrigesr
tanto a todas las muestras de contenido vaginalcglbobtenidas para este estudio, que
presenten altos niveles de contaminacion, se &izaed una digestion enzimatica parcial
mediante proteinasa K (Ver Anexo B), la cual lodpacer una limpieza y disminuir
considerablemente estructuras que causen intecfaremisual, sin afectar a los
espermatozoides. La proteinasa K fue incorporadé@2006 en el Servicio Médico Legal
de Santiago, siendo aplicada solo a las muestrasrdenido rectal, solucionando en parte
las limitaciones Opticas que se presentaban ahadider. Algunos autores, para este mismo
procedimiento, mencionan la utilizacion de métodasno maceracion simple, acido
sulfarico 80%, entre otros, lo que de acuerdo aelgeeriencias de los profesionales del
servicio, se consideran demasiado agresivas paiatdgridad y conservacion de las

cabezas de espermatozoides [1] (Ver Anexo D).

Para la visualizacion oOptica de los espermatozosgesealizara la tincion de
éstos con la técnica de Gram (Ver Anexo E), la tizakido mejorada y estandarizada
llegando a la obtencidn de resultados Optimos @aeiosspara el estudio, otros autores
utilizan técnicas de tincibn como la de Papaniaglablematoxilina Eosina, May-
Grumwald-Giemsa, pero a diferencia de éstas, ¢&tinGram es una técnica simple, rapida
y que ademas cumple con los requisitos necesaaos @l fin que se persigue, la

observacion de espermatozoides [1], [5], [6].

Se procedera luego, a capturar fotografias de f@m@matica de un niumero
representativo de campos visuales (parte del esppe el objetivo del microscopio es
capaz de captar) de los frotis coloreados conclaida de Gram, mediante un Robot (Ver
Anexo F), el cual es una modificacion de un micopsz Optico con adaptador de camara
fotogréfica, al cual se le ha incorporado 3 mot@aso a paso, mecanismos de control del
movimiento, un disparador remoto de camara fotagaatin cargador de bateria de camara
fotogréfica permanente y un microprocesador camasegjuir instrucciones comandadas

por un software desde un computador. Las fotograffdenidas, seran procesadas con un
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programa computacional, Helicbn Focus 4.6, el @mlcapaz de procesar multiples
fotografias en un escenario con un alto contrastgral de una Unica imagen, por tanto,
mejora considerablemente la imagen en cuanto algaef solucionando asi el problema
gue presentan los microscopios oOpticasisado por los distintos planos de enfoque que
tienen las estructuras que se encuentran en latnmugsjue el observador debe resolver
regulando el micrométrico cada vez que se avanzdrocede en un campo visual, para

conseguir una imagen nitida.



CAPITULO 2: OBJETIVO (S) DEL PROYECTO.

2.1 OBJETIVO GENERAL.

* Mejorar visualizacion de los espermatozoides, usamghra ello tres

procedimientos, Robotica, tecnologia digital Opticaacciones bioquimicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Mejorar la calidad de la limpieza mediante proceelimos bioquimicos.

* Incorporar el uso de visualizaciéon digital de esmpzoides, mediante el
empleo de un Robot para la captura de imagenesspftwware de mejoramiento de

imagenes.
» Disminuir los tiempos de analisis de los frotis.

» Redefinir protocolo de técnica existente.



CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS.

3.1 TIPO DE DISENO.

Se realizard un estudio de tipo experimental, paaduar la efectividad del uso
de un Robot y tecnologia digital dptica (Ver and®p en comparacion con el método

manual (utilizado actualmente) para la deteccidaspermatozoides.

3.1.1 Descripcion de la técnica a comparar

El grupo control es el grupo de muestras a lasngareualmente se realizara la
busqueda de espermatozoides y el grupo experimeaidn las mismas muestras a las
cuales se les tomaran fotografias de forma autoa&ampo por campo (utilizando la
captura de imagenes mediante el Robot), obteniamdecet de imagenes que seran
procesadas con el software Helicon Focus 4.6 yefdoginente, se les realizara la busqueda
de espermatozoides, en el monitor del computaderpr8tende evaluar la presencia o
ausencia de espermatozoides en los diferentes dékésnde contenidos vaginales y
bucales, para comprobar efectividad del Robot ydiegia digital optica.

Las muestra con proposito de estudio, se colocaan portaobjetos
especialmente disefiados (Ver anexo C), que seiwiaidds en celdas con el propadsito de
gue gueden delimitados y no escurra la soluciértadmanera que la muestra ocupe una
posicién y area constante. Esta delimitacion ewitdé importancia para programar el
Robot, ya que permitirh establecer los parametxastes de los movimientos que éste
deberé realizarmdemas permiten realizar el analisis de varias maes la vez, ya que en

cada una de las tres celdas, ird una muestratdistin
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FIGURA 3.1 Portaobjeto disefiado para evaluar el &ob

3.2 MUESTRA.

1050
Campos
Visuales

Totula Tubo

o Poartaokjst
Torula Epp=ndart )

o diszfiado

FIGURA 3.2 Esquema de la obtencion de la muestrstiglio.

Se utilizaran 7 térulas en total, de muestras aeetidos tanto bucales como

vaginales de delitos sexuales del area de BiogaisniCriminalistica del Servicio Médico

Legal de Santiago, éstas son elegidas al azarepussnt tanto positivas como negativas a la

presencia de espermatozoides, esto permite daralon giagndstico de mayor certeza,

debido a que se puede discernir si el Robot y fvace, capturan imagenes positivas

reales de cabezas de espermatozoides o crea falsiiyos o0 negativos de estructuras

semejantes a éstos.



CAPITULO 3 : MATERIAL Y METODOS 9

De estas térulas se ocupara el 3% de cada una ropodsito de estudio
microscopico. La unidad de estudio, correspondetahero de campos visuales por
muestra que se pueden observar bajo microscopiamm@umento de 400x (objetivo 40x
por Ocular 10x), este valor corresponde a un te#al050 campos visuales, namero que
contiene cada una de las celdas del portaobjetmitiedo y que fueron contabilizados en

forma manual.

Para obtener el tamafio de muestra representatieavglidez con propdsito de

andlisis se utilizara la siguiente formula [14]:

_Z, o

N = q2

FIGURA 3.3 Ecuacién tamafio de muestra.

En donde:
z:. . .
: Valor Z de una confianza de 1-a.
p : Es la proporcion esperada
d : Es el error de estimacion
q :1-p

Por tanto, considerando que la unidad de estudiandemuestra equivale a
1.050 campos visuales, en donde Z es de un 95%(p.@8 de un 0.5 (50%) y el error de
muestra es de 0.05 (5%), el tamafio muestral camelgpa 384.16 campos visuales para

proposito de estudio.
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FIGURA 3.4 Torulas con contenido vaginal y Bucal.

3.3 VARIABLES.

* Variables independientes
- Busqueda manual de espermatozoides.

- Busqueda de espermatozoides en imagenes obtewidas Robot y

procesadas con el software, Helicon Focus 4.6.
» Variables dependientes

- Identificacibn de presencia o ausencia de espembi@es en
muestras experimentales (automatizador) versus tragesontrol

(manuales).

3.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

- Inclusion Torulas con contenido Vaginal y Bucales.

- Exclusion: Prendas (ropas, zapatos, etc), caldsmiectales.
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3.5 PROCESOS DE ESTUDIO.

3.5.1 Digestion enzimética

Se realizard una digestion enzimatica con protairtasa las muestras de
contenido con propoésito de estudio (vaginales yal®s}, que a simple vista muestren un
alto nivel de contaminacién (hemorragicas, corrdiearena, entre otros.) con la finalidad
de eliminar proteinas solubles que se encuentren pulos espermatozoides, de manera de
facilitar la determinacion de éstos a través debkervacion de imagenes digitales. Esto se
logra debido a la particularidad que tienen lasezab de espermatozoides a resistir a la
digestion con esta enzima. Este tipo particulared&raccion se conoce como lisis

diferencial (Ver Anexo B).

FIGURA 3.5 Izquierda Frotis sin tratamiento con Brinasa K; Derecha Frotis
con tratamiento con Proteinasa K.
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3.5.2 Tincion de espermatozoides

Se realizard la coloracion de espermatozoides, anedila técnica de Gram
utilizada de forma rutinaria en el Servicio Méditegal de Santiago, esto permitira
visualizar la cabeza de los espermatozoides deolom msado/violeta con fondo rosado

tenue. (Ver anexo E).

FIGURA 3.6 Cabezas de espermatozoides con tincdi@m@-lechas Negras).

3.5.3 Funciones del Robot

Se adaptardn an microscopio Optico (Olimpus CX31) con dispositide
camara fotograficares motores paso a paso. Este tipo de motores¢@mno caracteristica
su gran precision de giro, ademas soluciona praidegue poseen otros tipos de motores
como lo es la inercia mecanica y la dificultad pecatrolar la velocidad. Dos de los
motores permitiran el movimiento en el plano del Xje Y de la platina, y un tercero que
regulara el enfoque, modificando el micrométricd mcroscopio. En el dispositivo de
camara fotogréafica del microscopio, se conectad aamara digital (Canon EOS digital

Rebel XTi, 10Mpixel), la cual mediante un disparadgamoto, ira sacando fotos campo por
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campo de forma automética en 3 focos distintogy penstantes en términos de estudio.
Las 3 fotografias obtenidas por campo, serdn aima@es en una carpeta creada en el
computador. Todas estas funciones seran comandaddse un microprocesador, Arduino
USB Board decimilla, al cual se le han programaaidacuna de las direcciones, pasos de
corriente y tiempos mediante el software de progaém, Arduino Pro 3.0. Este Robot
sera aplicado al grupo experimental con propés#tevhluar la presencia o ausencia de

espermatozoides en relacion con el grupo control.

Cémara Cano

-

-

FIGURA 3.7: Robot. Motor N°1: permite realizar moigntos en el plano X; Motor N°2:
permite realizar movimientos en el plano Y; Mot8BN\permite el movimiento del
micromeétrico.

FIGURA 3.8: Microprocesador Arduino USB Board dedan(flecha amatrilla)



CAPITULO 3 : MATERIAL Y METODOS 14

3.5.4 Mejoramiento de la imagen

Mediante la utilizacion del Robot, al cual se len l|mogramado las distintas
funciones que se necesitan para la captura de imeagese tomaran 3 fotografias
secuenciales por campo de la placa, modificandemewte el enfoque de cada una de
ellas, y se procesaran con el software “HeliconuBot.6”,éstees un programa que crea
una imagen perfectamente enfocada de varias imgigpacialmente enfocadas. El
programa esta disefiado para el proceso de imadima @@l microscopio, de manera de
hacer frente al problema de la profundidad de cantiputante caracteristica de los
microscopios. El programa puede ajustar y clasifmatomaticamente las imagenes, al
combinar la imagen perfectamente enfocada. (VetraGs.

FIGURA 3.9 Esquema del procesamiento de imagenésnte Helicon Focus
4.6".

El software Helicbn Focus 4.6, tomara las 3 fotfigsacon distinto foco
(correspondientes a un campo de la placa) desthrpata que las contiene, y mediante la
superposicion de éstas mejorara el enfoque, creamalémagen nitida para la busqueda de
cabezas de espermatozoides. Una vez obtenidandgsies mejoradas, éstas son enviadas

a una carpeta final, en donde se almacenan toslasdgenes procesadas.
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3.6 REGISTRO DE DATOS.

Para registrar la informacion obtenida de los posea comparar, se utilizara

una ficha que contendra los siguientes Datos:

TABLA 3.10 Ficha de registro de datos. El diagraistiutomatico corresponde
a la determinacién de espermatozoides mediantdsarwacion de las imagenes obtenidas
a través del uso del Robot y el software Helicoouso4.6.El diagndstico Manual es el
gue se realiza de forma rutinaria en la Unidad.

N° de Térula Contenido Tratamiento Diagnodstico | Diagnoéstico
con Proteinasa Manual Automatico
K (PK).
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CAPITULO 4: RESULTADOS.

Deteccion de la presencia de cabezas de esperngE®zen imagenes
capturadas con un Robot y procesadas con tecnaliigjtal Optica, que logren resolver
dudas sobre estructuras similares a éstos, a gartituestras tratadas con proteinasa K (en
el caso de que estén muy contaminadas). Lografiqaurios frotis mediante la limpieza
con la digestion enzimatica, obtener imagenes endautomatica, de buena calidad y a
gran velocidad, de manera que la observacion dien&genes obtenidas facilite el trabajo

del equipo profesional.

4.1 BUSQUEDA DE ESPERMATOZOIDES MANUAL:

El sistema para la deteccion de espermatozoidehasloptado hasta estos
dias el Servicio Médico Legal de Santiago, consitela revision microscopica y
movimiento manual del portaobjetos de los frotitealmlos de hisopados bucales, rectales y
vaginales que llegan hasta la unidad para su &diglicando una digestion enzimatica
solo a los hisopados de origen rectal, los cuaadiwgego tefiidos con la técnica de Gram.
Los profesionales se enfrentan a una diversidagsttacturas tefiidas de coloracion fucsia
y violeta, que no corresponden exclusivamente grgridad de estudio que son los
espermatozoides, sobre todo si la muestra preafiataontaminacion visual como ocurre
en los contenidos vaginales hemorragicos y recgtdtasde encontramos gran presencia de
glébulos rojos y flora bacteriana respectivameBDebido a lo mencionado, las dificultades
gue presenta la localizacién de espermatozoideglométodo empleado hasta el momento

son muchas, pudiendo mencionar entre ellas:
- Fatiga visual del observador

- Enmascaramiento de los espermatozoides por agtmaae mayor tamano.
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- Confusion de espermatozoides con artefactosrdeteaisticas similares.
- Tiempos prolongados para realizar la busquedmnfirmacion.

Como se puede apreciar, el método manual si biamaduena opcion, esta
sujeto a una serie de problemas que puede llegidicaltades en el diagndstico. Mediante
el estudio con el Robot y tecnologia digital Optisa logréo disminuir todas estas
dificultades, para lo cual se mencionaran a coatitun todas aquellas ventajas que se

consiguieron al incorporar este nuevo sistema.

4.2 BUSQUEDA DE ESPERMATOZOIDES CON IMAGENES
OBTENIDAS AUTOMATICAMENTE:

Utilizando las mismas muestras, pero aplicandodigestion con proteinasa K
a las muestras de estudio mas contaminadas, sitificaoda tincion que se emplea
actualmente, el Robot fotografiard un numero repredivo de campos de la placa,
archivandolas en una carpeta del computador queaseomo controlador. Posteriormente,
las imagenes obtenidas, se procesan con el softi@lieén Focus 4.6, mejorando la
calidad de imagen en cuanto al enfoque, permitiesiiaetectar en las imagenes digitales
obtenidas, cabezas de espermatozoides. Esto ll@wandseguir entre otras cosas:

- Mayor aumento de las estructuras presentes efrdtis, en comparacion

con la que nos ofrece el método manual.

- Optimizar el tiempo del profesional, ya que peindique mientras se tomen
las fotografias en forma automatica a través ddloRcéste realice otras
actividades en forma paralela.

- Mayor certeza en determinar la existencia de resgtezoides, mediante
revision fotografica y en ultimo término, en casodlda, existe la opcion
de ubicar con exactitud el campo donde aparecsttactura sospechosa

para un tercer analisis.
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- Evita la fatiga visual del profesional a cargoréalizar la busqueda.

- Analizar desde cualquier computador las fotogmatibtenidas, permitiendo
gue el microscopio siga funcionando de forma autmaacon otras

muestras.

- Mantener el foco durante el proceso de toma tiegfafias, gracias a la

precision de los motores y la aplicacion del soféadelicon Focus 4.6.

4.3 RESULTADOS OBTENIDOS

TABLA 4.1 Resultados obtenidos.+: Positivo, -: NBga\: con PK, X: sin PK.,

N° de Torula | Contenido | Proteinasa K| Diagnostico | Diagnostico

(PK). Manual Automatico
B- 6179 Vaginal X + +
B- 6664 Vaginal X + +
B- 7105 Bucal X - -
B- 7107 Vaginal X + +
B- 7109 Bucal X - -
B- 7657 Vaginal X + +
B- 8052 Vaginal N + +
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4.3.1 Térula N° B- 6179. Positiva

FIGURA 4.2 Fotografias de muestra N°6179 de codtemaginal positiva, obtenidas
automaticamente a través del Robot, en tres fostsbs.
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FIGURA 4.3 Fotografia enfocada a partir de las iredgs obtenidas en tres focos
distintos. Esto se logra a través del software ¢aliFocus 4.6. Espermatozoide (Flecha
Negra)

FIGURA 4.4 Aumento del sector con presencia deresgtozoide.



CAPITULO 4 : RESULTADOS 21

4.3.2 Térula N° B- 6664. Positiva.

FIGURA 4.5 Fotografias de muestra N°6664, de cadtevaginal positiva, obtenidas
automaticamente a través del Robot, en tres fostsbs.

FIGURA 4.6 Fotografia enfocada a partir de las iredgs obtenidas en tres focos
distintos. Espermatozoide (Flecha roja).
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FIGURA 4.7 Aumento del sector con presencia derasgtozoide.

22
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4.3.3 Térula N° B- 7107. Positiva

FIGURA 4.8 Fotografias de muestra N° 7107, de godtevaginal positiva, obtenidas
automaticamente a través del Robot, en tres fosbintbs.

FIGURA 4.9 Fotografia a partir de las imagenes oldes en tres focos distintos.
Espermatozoide (Flecha Negra)
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FIGURA 4.10 Aumento del sector con presencia deresgtozoide.

4.3.4 Térula N° B- 7657. Positiva.

FIGURA 4.11 Fotografias de muestra N° 7657, deerudb vaginal positiva, obtenidas
automaticamente a través del Robot, en tres fosbintbs.
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FIGURA 4.12 Fotografia a partir de las imagenesestidas en tres focos distintos.
Espermatozoides (Flecha Negra)

FIGURA 4.13 Aumento del sector con presencia derestozoides.
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4.3.5 Térula N° B- 8052. Positiva.

FIGURA 4.14 Fotografias de muestra N° 8052, dearadb vaginal tratada con
proteinasa K, positiva. Obtenidas automaticamenti@ees del Robot, en tres focos
distintos.

FIGURA 4.15 Fotografia a partir de las imagenesentidas en tres focos distintos.
Espermatozoides (Flecha Negra)
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FIGURA 4.16 Aumento del sector con presencia deresgtozoides.
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CAPITULO 5: DISCUSION

Es preciso mencionar que con la digestion con prada K se elimina una
considerable cantidad de proteinas solubles queuldéin la observacion de los
espermatozoides. Sin embargo, la presencia de riaact@o logra ser eliminada
completamente con este tipo de digestion, sobre évdcontenidos que estan altamente
contaminados, perdurando la limitacion visual quev@ca su existencia. Si bien este
problema requiere de estudios posteriores mas msosg; la digestion con esta proteina en
contenidos, tanto bucales como vaginales contaméad menor proporcion en relacion
con los rectales, permite en gran medida la limgjgarcial de las muestras, lo que facilita

significativamente la observacion del contenidaeestion, aplicando el software.

La protocolizacion de procesos como la tincion danGy un adecuado manejo
de las muestras, ayuda con la apropiada funciauhli@l Robot y de la tecnologia digital
optica empleada, ya que confiere homogeneidadsfidts en cuanto a la distribucion de
los espermatozoides y aglutinacion de las estragtoelulares. La estandarizacion de los
distintos procedimientos, ademas de hacer reproldscios resultados mas éptimos en las
distintas muestras, permite un adiestramiento Videlaobservador, logrando una rapida y
certera ubicacion de las cabezas de espermatozmdesis caracteristicas morfologicas y
tintoriales (bitonalidad, forma, birrefringencigborde del acrosoma, etc.), descartando en
forma paralela aquellas estructuras que no lo déstas condicionantes, como
complemento, juegan un rol importante en el mejeeata de la de visualizacion de
cabezas de espermatozoides. Sin embargo es infgodamsiderar ademas, la experticia,

capacidad y destreza de cada observador.

Si bien los tiempos del proceso confirmatorio deespncia de
espermatozoides no lograron reducirse consideraoliesnse logro una optimizacion de
éstos, en cuanto a que los profesionales a cargeatiear la busqueda disponen del tiempo
en que el Robot ejecuta la toma de imagenes, entuaefe las otras técnicas

complementarias para el esclarecimiento del peritaj
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CAPITULO 6: CONCLUSION.

Luego de realizar el estudio experimental consisteen comparar los
resultados en la deteccion de espermatozoidesantedel método manual utilizado en el
Servicio Médico Legal de Santiago y el nuevo métddoandlisis de fotografias digitales

automatizadas, podemos concluir lo siguiente:

- El diagnostico Manual como el diagndstico de iladgenes obtenidas desde el
Robot y mejoradas con el Software Helicon Focus 4dhcuerdan en los mismos
resultados, por tanto, las imagenes logradas seepuetilizar para la determinacion de

cabezas de espermatozoides, debido a que tiendazavgicerteza diagnoéstica.

- La utilizacion de la enzima Proteinasa K emtenidos vaginales y bucales
altamente contaminados, permite obtener un fondsiderablemente mas limpio, lo que
beneficia el analisis de las imagenes ulteriorés aplicacion del software Helicon Focus
4.6.

- La calidad de las imagenes obtenidas en formanstica y su posterior
procesamiento con el software Helicon Focus 4.8npen diferenciar estructuras similares
a cabezas de espermatozoides, lo que otorga an@st® proceso una gran validez, al
consentir la discriminacién de estructuras que el \dsualizadas directamente en el
microscopio, en forma manual, tenian una apariermigy similar a la de los
espermatozoides, pero que bajo observacion denbegenes digitales se estima claramente

Su equivoca apreciacion.

- El proceso de determinacién de cabezas de esjpzoides mediante la captura y
procesamiento de imagenes, permite un mejoramiergonomico al reducir las horas
frente al microscopio, lo que contribuye a quedagesionales eviten posturas inadecuadas

gue puedan provocar malestares fisicos.

- Debido a la versatilidad del Robot, éste puesteusilizado en otras materias y/o
disciplinas con fines de estudio similares o dissnLo substancial es que su confeccion,

bases y principios de funcionamiento ya estan kestalos, y su modificacion depende
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unicamente del tipo de estudio, del sentido dewastigacion que se le quiera dar y del

desarrollo tecnoldgico que pueda venir en el futuro

- La captura automatica de imagenes, permite anearegistro de fotos de las
muestras observadas, dando la opcidn de elegindgan a presentar en los tribunales de
justicia.

- Las imagenes capturadas pueden ser vistas desligier computador, mientras el
Robot sigue capturando fotografias de otras muedgaorma automatica, lo cual lleva a
gue el investigador realice la determinacion deesptozoides desde otro computador, sin
interferir en el trabajo expedito realizado porrabot, permitiendo asi la disposicion de

equipos y comodidad de los observadores.
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CAPITULO 9: ANEXOS.

A.- CARACTERES DEL ESPERMA.

El semen es una mezcla viscosa de células, amilusa@zucares, sales, iones
y otros componentes organicos e inorganicos. Estediquido filante, cremoso, de color

opalino, que tiende a amarillo verdoso cuando phsampo.

Esta formado porespermatozoide-7% del volumen total, con 1,3 pg DNA
por célula) formados en los tubos seminiferos eldidulo, yplasmasemina) una fraccion
liquida de secreciones de las vesiculas seminal®$ en volumen), la prostata (20% en

volumen), las glandulas bulborrectales y el epd@di12]

La eyaculacion normal es de 2 a 4 ml, conteniengas ulO0 millones de

células por mililitro.

a) Espermatozoide:

El espermatozoide es la célula sexual masculingginada por la
espermatogénesis, que se produce en los tubulasifeos del testiculo durante la vida
sexual activa, como consecuencia de la estimulag&wuicho 6rgano por las hormonas

gonadotrépicas de la porcion anterior de la gléndipofisis.[5]

Es el principal componente celular del semen, es aélula especializada,
flagelada, que mide entre 50 y kb, y se distinguen basicamente dos partes: cabeza y
cola. La cabeza tiene forma oval y aplanada, ca@s dimensiones de 4,8n de largo por
2,5 um de ancho por 1,%um de grosor, ésta se corresponde con el nucleoelfocu
continuandose con el segmento terminal. La cabeeata con el material genético y el
acrosoma formado por el aparato de Golgi, que eoathialuronidasa y proteasa, enzimas

gue juegan un importante rol en la fertilizacion.
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. Ag;unas enfermedades, condiciones genéticas, sloathel alcohol y drogas, la
CAPITULO 9: ANEXOS
exposicion a determinados agentes quimicos y aesiaquirargicas pueden reducir
drasticamente el nimero de espermatozoides eraellego (oligozoospermia) e incluso

provocar su ausencia (azoospernii2)).

b) Plasma seminal:
Presenta las siguientes caracteristicas:
1) Bioquimicas:
» Glusidos: fructosa, ribosa, inositol y sorbitol.
» Compuestos nitrogenados: gran concentracion decacigos libres,
aminas (espermina, colina y etanolamina), ergotiene
2) Antigénicos:
= Albumina, dos o tres alfa-globulinas (una de e#tasuna fosfatasa
acida y otra es una glucoproteina), dos beta-gludmil(una de ellas
siderofilina) y un gamma-globulina.

3) Enzimaticas:

= Fibrinolisina, aminoxidasa, fosfatasa acida, f@sfat alcalina, 5-
nucleotidasa.

4) Lipidos:

» Lecitinas y acidos grasos (prostaglandinas).

5) Minerales:

» Zincy calcio.

Cuando el hombre eyacula, los espermatozoides\soibé® dependiendo de la
region del cuerpo donde se depositan; la posibilidée encontrarlos depende
fundamentalmente de que se haya o no realizadoetlsaplLa duracion aproximada en el
canal endocervical es de 114 horas, en fondo de\ssginal 120 horas, rectal 65 horas,
anal 46 horas y en la boca 6 horas. En el casiids,rsi no se recolecta la evidencia antes

de las 24 horas es mejor no recolectétla]

Las muestras obtenidas de las manchas o trazasdgm@a se emplearan para
examen microscopico, con propoésito de visualizgemsatozoides, identificar fosfatasa

acida como prueba presuntiva de presencia de semgmuestras extraidas de la escena
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del crimen sirven para efectuar andlisis del DNA lole sospechosos, mediante PCR

%H&%@ngcadena ANBHefmerasa).

Las muestras frescas se deben analizar antes dénanaade su recogida,
manteniéndolas a temperatura corporal durante amsgorte. Los espermatozoides se
pueden separar del resto de las células (epitlisdagre, etc.) mediante lisis diferencial de

éstas con SDS (dodecilsulfato sédico) y proteikafE]

Acrosoma A ¥y \ W
S . L
Piaza terminal
de la cola

{

/ \ oL .
- % &
Membral By iy 5 ) \ i |
A N\VAR @
Cuerpo }&W J o . ; \S:\“‘ “ .
= D oa e + :\\ .

Mitocondrias s AN

Pleza principal 7
de [g'colap

FIGURA A.l izquierda, esquema de la estructuramespermatozoide;
derecha, frotis de espermatozoides tefiidos con ktxifiaa-Eosina.

B.- PROTEINASA K.

Es una proteasa endolitica. Aislado de la floracfigp hongo Tritirachium
album,descubierta en 197®resenta una alta actividad que es estable eampka gama
de Ph (pH 4-12, con un pH 6ptimo de pH 7.5-12) ndiciones de temperatura. La
actividad de la proteinasa k aumenta con tempastlevadas de hasta 65[Q.

Esta se utiliza cominmente en la biologia molequéaa digerir las proteinas y
eliminar la contaminacion de los preparativos dead& nucleicos. Ademas inactiva
rapidamente nucleasas que de otro modo podriaradbrgel ADN o ARN durante la
purificacién. Es muy adecuado para esta aplicagi@nque la enzima se activa por la

presencia de sustancias quimicas que desnaturédizgroteinas, como el SDS y la urea,
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agentes quelantes como el EDTA, reactivos sulfbglri asi como la tripsina o
GARBHBSHE inhibid HNEKPS

El tampdn de digestion, esta constituido por ldginasa K, asi llamada por su
actividad hidrolizante de keratinas, y SDS (dodedfihto sodico), un detergente que
desnaturaliza las proteinas dejando las cadengmeptitiicas accesibles a la proteinasa K.
Las proteinas de la cabeza del espermatozoide satialmente ricas en aminoacidos
azufrados, los cuales forman puentes disulfurolgsidhacen resistentes a la accion de la
proteinasa K. En presencia de un agente reduatotefunormalmente el ditiotreitol (DTT)
estos puentes se desorganizan permitiendo actlzapmteinasal9] Aprovechando esta
particularidad de los espermatozoides, su resistemda digestibn con proteinasa K, es
posible separar una fraccion enriquecida en ADNesjgermatozoides del ADN de otras
células presentes en la muestra. Este tipo paaticlé extraccibn se conoce como lisis

diferencial.

B.1 PROTOCOLO DE DIGESTION CON PROTEINASA K:

1) A 130 microlitros de Buffer PBS se le agregamigrolitros de proteinasa K,
posteriormente a esta solucién, contenida en um épipendorf, se le agrega la

muestra y se deja a 37°C durante 2 horas.
2) Centrifugacién por 10 min. A 1000 rpm para léeolgion de pellets.

3) Se elimina el liquido sobrenadante dejando #étpprecipitado, a éste se le

agregan 2 gotas de suero fisiol0gico y se extisolee un portaobjetos.

4) Se procede al secado de las muestras, paraeetiolocan los portaobjetos con

la muestra sobre la platina caliente a 60°C.

5) Posteriormente se realiza la tincion Gram.
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C. - DISENO DE PORTAOBJETOS.

Se disefiaron portaobjetgmra concentrar la muestra en un espacio y area
adecuada, con objeto de medir el nUmero de campsles en la muestra bajo
microscopio 6ptico y asi poder programar de formact los movimiento que debera
realizar el Robot. Para ello, se utilizaron porfatus esmerilados de 26 x 76mm sobre los
cuales se modificaron distintos moldes de maneeapgumitieran crear separaciones con
relieves, como pequefias celdas en donde se pudianéener la muestra de manera
homogénea en la placa, con tal propésito se utpimdura spray color negro, la cual
ademas de permitir lo antes planteado, logro mardgena través de los procesos

posteriores (Tincién en placa) y no interactuar leomuestra en si.

e

|Mclde1 ” Placal | I Placa2 | |Mo|de2 " Placa3 ”MoldeB I

FIGURA C.1 pruebas de disefio

El molde 1 se confecciono de mica, no logranddbgdtivo esperado, debido a
gue no quedaba bien delimitada escurriendo la myesiemas solo se podia obtener una

sola celda por portaobjeto.

En el molde 2 se utilizaron 3 etiquetas autoadlassile 11x17 mm, las cuales
se adherian de tal forma que al pintarlas con elyspe formaba la separacion con los

relieves adecuados, lo que permitia que la muestrascurriera. Sin embargo no eran
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reproducibles al no contar con parametros que fieram la ubicacién exacta de los

CAREWO 9 : ANEXOS

En el molde 3 se utilizaron 4 etiquetas autoadlssilas cuales se adherian de
tal forma que al pintarlas con el spray negro sendéba la separacion con los relieves
adecuados, lo que permitia que la muestra no éswurPara el posicionamiento de las
etiguetas se utilizé un molde en papel milimétrisolucionando el problema de
reproducibilidad de la posicion de éstas. Sin egael nimero de separaciones no se
podia observar bajo microscopio, debido a quetimalcelda era tapada con el soporte que

sostiene la placa en el microscopio.

FIGURA C.2 Placa final utilizada para estudio.

i
Q2=

1 o |

FIGURA C.3 Molde utilizado para alinear etiquetaghasivas.

En La figura C.2 se observa la placa final quetBizara en el estudio. Esta se
obtuvo rescatando las caracteristicas de los m@lges mencionados con anterioridad. En
este disefio de placa se logran colocar tres meadistintas, gracias a la individualizacion

por celdas.
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D.- PRUEBAS DE CERTEZA.

Para la prueba de certeza en la busqueda de espsridas y sus derivados, se
han propuesto muchas variantes, aunque las difageantre las distintas técnicas recaen

tan solo en el procedimiento de extraccion o aiata del espermatozoide:

1) Maceracion simple, seguida de expresion, cegaiion o raspado con un escalpelo

del tejido macerado y depdsito de los productoslateinidos en un porta.

2) Destruccion del soporte con acido sulfuricoG#68 que destruye los tejidos y no los

espermios.

3) Tincion de los espermatozoides sin separacibriefldo: la mancha macerada se
disocia con dos agujas finas y los hilos se tif@nlos colorantes habituales o con

técnicas de impregnacion argénticas.

4) En los ultimos tiempos se han propuesto el emngk técnicas ultrasénicas para

separar los espermatozoides de la matriz o el ®opor

5) Otra técnica es la aplicada en la citologia deafilbn sobre millipore y tincion. [1]
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E.- TINCION GRAM.

La tinciébn de Gram es uno de los métodos de tinoi@s importantes en el
laboratorio bacteriolégico. Su utilidad practicaimgdiscutible y en el trabajo microscépico
de rutina del Laboratorio de Microbiologia, laserehcias a la morfologia celular
bacteriana (cocos, bacilos, positivos, negativtis) se basan justamente en la tinciéon de
Gram.

Esta tinciobn se denomina asi por el bacteridlogeesl&hristian Gram, quien la
desarroll6 en 1844. Sobre la base de su reacd®tirecion de Gram, las bacterias pueden

dividirse en dos grupos, Gram-positivas y Gram-hegs.

Las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas tdeeforma distinta debido a
las diferencias constitutivas en la estructurausepsredes celulares. El material de la pared
celular bacteriana que confiere rigidez es el degticano. La pared de la célula Gram-
positiva es gruesa y consiste en varias capasamectadas de peptidoglicano (80%-90%),
asi como a un porcentaje de acido teicoico. Ladpdecla célula Gram-negativas, por otro
lado, contiene una capa mucho mas delgada, Unitarderpeptidoglicano y esta rodeada
por una membrana exterior compuesta de fosfolipiiespolisacaridos, y lipoproteinas.
En la técnica de Gram, las células fijadas al cabtire un portaobjetos se tifien, primero
con una solucion de cristal violeta, colorante ¢xa®il cual se unira a los grupos &cidos de
la célula (acido desoxirribonucleico), y son lavatleego con agua corriente para quitar el
exceso de colorante. En este estado, todas laegélanto las Gram-positivas como las

Gram-negativas, estan tefidas de azul.

El portaobjetos se cubre posteriormente con unaci€wl de yodo-yoduro
potasico (Lugol), éste permitird formar una uni@vatente entre colorante y célula.. El
ingrediente activo es aqui el | ; el KI simplemente hace soluble gl | en agua. Ell

entra en las células y forma un complejo insol@nleagua con el cristal violeta. De nuevo



43

tanto las células Gram-positivas como las Gramihega se encuentran en la misma

SAREEHO 9 : ANEXOS

Se lleva a cabo después la decoloracion, usandmenela de alcohol-acetona,
sustancias en las que es soluble el complgjo-tristal violeta. Algunos organismos
(Gram-positivos) no se decoloran, mientras queso{Gram-negativos) lo hacen. La
diferencia esencial entre esos dos tipos de cékstd por tanto en su resistencia a la
decoloracion; esta resistencia se debe probableraéhtcho de que en el caso de bacterias
Gram-negativas, la mezcla de alcohol/acetona essalwente lipidico y disuelve la
membrana exterior de la pared de la célula (y tdmhjuede dafar la membrana
citoplasmica a la que se une peptidoglicano). llgadia capa de peptidoglicano es incapaz
de retener el complejo cristal violeta-yodo y lalut@ se decolora. Las células
grampositivas, a causa de sus paredes celularegspésas (tienen mas peptidoglicano y
menos lipido), no son permeables al disolventeua é@pte deshidrata la pared celular y
cierra los poros, disminuyendo asi el espacio datranoléculas y provocando que el de
complejo cristal violeta-yodo quede atrapado dedigola pared celular. Después de la
decoloracion las células Gram-positivas son todavides, pero las Gram-negativas son

incoloras.

Para poner de manifiesto las células Gram-negasigagtiliza una coloracion
de contraste. Habitualmente es un colorante de cojo, como la safranina o la fucsina
acidas. Lo que permitiréa la coloracion de compoeebtsicos de la muestra. Después de la
coloracion de contraste las células Gram-negatd@s rojas, mientras que las Gram-

positivas permanecen azulgg]

Debido a la capacidad de tincion de la técnicaGitam, de colorear
sustancias con caracteristicas anidnicas y ca#ignise ha utilizado como técnica de
referencia para la tincion de frotis con espernwties. Esto es debido a la estructura
molecular de su membrana, la que como se mencioteri@mente, esta compuesta
principalmente por glicoproteinas que permitennkgraccion molecular con los distintos

colorantes de la técnica especificada.
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E.1 TECNICA DE GRAM :

E.1.1 Solucién de Cristal Violeta

Se prepara de la mezcla de 2 soluciones:
- Oxalato de amonio al 1% y Cristal Violeta al 1%

Se pesan en balanza analitica 2 gramos de oxawtanmtbnio p.a. en vaso
precipitado de 250 ml. Disolver con 200 ml. De agdeatilada. Esta solucién se
mezcla con 100 ml. De cristal Violeta preparadd%l Se agitan los 300 ml. De

solucion.
- Solucién de Lugol:

La solucién a utilizar se prepara a partir de uslacgdon concentrada de lugol en
una proporcion de 1:15. Tomar 20 ml. De la soluci@dre y colocar en un vaso de

500 ml. Agregar 300 ml. De agua destilada. Agitgorosamente.
- Solucién madre para lugol:

Se pesan 5 gramos de cristales de yodo y se d&suebn agua destilada en matraz
aforado de 100 ml. Se pesan ademas 10 gramos dmidd potasio, los que se

incorporan en el matraz. Aforar a volumen de 100 ml
- Solucion saturada de fucsina:

Pesar 12 gramos de fucsina en vaso precipitadd®@denl Traspasar a matraz de

aforo de 1 litro y completar a volumen con alcadtdico.

- Solucién de fenol al 5%:
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Pesar 5 gramos de fenol p.a. en vaso precipitagojvdr con agua destilada,

completar a volumen de 10 ml. Con agua destilada.
CAPITULO 9 : ANEXOS
Solucion de fucsina fenicada:

Se prepara a partir de una solucion saturada detuctomar 10 ml. De la solucion

saturada. Agregar 90 ml. De una solucién de felns¥aen agua destilada. Agitar.

E.1.2 Reactivo para la fijacion de placa:

Solucioén fijadora de placa: Alcohol: éter 1:1.

Medir 250 ml. De alcohol al 95% en vaso precipitgdansferir a un vaso de 1
litro de color &mbar. Agregar 250 ml. De éter medickn vaso precipitado. Agitar y
envasar en frasco ambar.

E.2 PROTOCOLO DE TINCION GRAM:

1) Fijacion de las muestras. Se utiliza alcohot;étebido a que en la envoltura de
las células hay lipidos, que son arrastrados yimdidos por este fijador. Se
coloca en la platina caliente hasta que la solusgseque.

2) Se colorea luego con Cristal violeta por 1 mon{gste colorante basico tefiira
estructuras acidas en la muestra, como DNA)

3) Lavado de muestra con agua corriente.

4) Se agrega luego lugol, se deja actuar por 1 tmisabre la muestra. El lugol

actua como mordiente.
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5) Lavado con agua corriente.

6) Se le agrega acetona, la que se deja actuarpsr segundos. Esta elimina el
CAPITUL@d}orante qﬁb"?ﬁ@@ unié a las estructuras de éestnau

7) Sin enjuagar se elimina la acetona que puederhgiedado en la muestra,
sacudiendo la ldmina suavemente. Se aplica lana@siida por 1 minuto. Este

colorante se unirda a las estructuras basicasmeadstra.
8) Enjuagar con agua corriente.

9) Enjuagar con agua destilada. Esta evitar4d gses#des del agua corriente

interfieran en la observacion microscopica y emisma muestra.

Nota: Todo el procedimiento de la técnica de GRAMealiza directamente sobre
la placa y no en coplin, debido a que los reacts®sontaminan y pueden darse falsos
positivos. [4]

FIGURA E.1 Espermatozoide con tincion Gram.
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F.- ROBOT.

F.1 MOTORES PASO A PASO:

Este tipo de motores tiene como caracteristica@u grecision de giro, lo que
le permite no solo poder controlar la cantidad deltas del mismo, sino que hasta
centésimas de las mismas. Ademas da solucién deprab que poseen otros tipos de

motores como lo es la inercia mecanica y la difemipara controlar la velocidad.

Caracteristicas del motor Paso a Paso:

Interior: Compuesto por dos bobinas con punto medio. Estaisds se ubican
en lo que se denomimstator es decir la carcasa exterior del motor. La paudeil de este

motor al igual que en los de corriente continuastsada y se denominadzor.

Exterior: Posee 6 0 5 cables. Cuatro de estos cables comeespa cada uno de
los extremos de las dos bobinas existentes, mgewoma los otros dos corresponden al
punto medio de cada una. En el caso de que el padilente sea uno corresponde a estos

dos ultimos unidos internamente.

FIGURA F.1 izquierda: exterior del motor; Derechaterior del motor
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El motor Paso a Paso es un elemento capaz dedamawasfpulsos eléctricos en
movimientos mecanicos. El eje del motor gira uredsinado angulo por cada impulso de
entrada, con lo que el movimiento es muy precifable. Puede girar en los dos sentidos,
FHRITUIO R giro pUANEYSRr entre 0,72° (506bp / 1 vuelta) y 90° (4 pasos / 1 vuelta).

La caracteristica principal de estos motores dweeho de poder moverlos un
paso a la vez por cada pulso que se le aplique. fizgo puede variar desde 90° hasta
pequefios movimientos de tan solo 1.8°, es decir,sgunecesitaran 4 pasos en el primer

caso (90°) y 200 para el segundo caso (1.8°),quargletar un giro completo de 360°.

F.2 DESCRIPCION DEL ROBOT:

El Robot esta constituido por:

- Un microscopio Olimpus CX31 con adaptador paraasa fotogréfica.
- Céamara Fotogréafica Canon EOS Digital Rebel XBbiA.
- Circuito o relay Board.

- Arduino USB Board decimila Sku: MCI-TDD-OD273, masoftware de

programacion.
- Disparador remoto camara Fotografica.
- Cargador Camara Fotografica.
- 3 motores paso a paso Sku: MCI-RBT-00320.
- Easy Driver V3, stepper motordriver Sku: MCI-RBU0328
- Conector JST 6 piner Sku: MCI-RBT- 00328
- Notebook Compac Presario.

- 2 cables para puerto USB (camara y Notebook).
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FIGURA F.2: Microprocesador.

El microprocesador, Arduino USB Board Decimilla,rpéira conducir o
comandar los movimientos especificados del micnqoiscy el disparador remoto de la
camara, mediante el uso de un software, Arduino30p al cual se le programaran los
movimientos en el plano X e Y, tiempos de duragiéel disparador automatico de la
camara.

[%] Arduino - 0003 Alpha
Fle Edt Sketch Tooks Help

#* Blinking LED

* turns on and off a light enitting diode (LED) comnected to a digd
* pin, in intervals of 2 seconds. Ideally We use pin 13 on the Arc
* board because it has a Tesistor actached to it, needing ohly ah
-

* Created 1 June 2005

* copyleft 2005 DojoDave <http:y/fwww. 030, oo

T http: /arduino.bherlios. de

+

* based on an orginal by H. Barragan for the Wiring i/o board

w

int ledPin = 13; /¢ LED connected to digital pin 1%

woid setup ()
i

pinMode (ledPin, OUTPUT): #/ sets the digital pin as output
i3

woid loop()
{
digitalWrite(ledPin, HIGH): /4 sets the LED on

delay (1000} ; /4 waits for a second
digitalWrite(ledPin, LOW): /7 sets the LED off
delay(1000) #/ waits for a second |
¥
< »

FIGURA F.3: Programador de microprocesador Arduino.
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Los tres motores irdn conectados al microprocesaediante el Easy Driver el
cual permite alimentar sus estatores en la seaancrecta, ademas controla el paso y
direccién del motor. El primer motor permitira ebwmiento en el plano X, el segundo
motor permitira los movimientos en el plano Y, ytesicer motor permitira regular el foco
de forma constante, modificando el micrométricodiEparador fotogréfico ira conectado

directamente al canal del relay que comandararsidn a través del microprocesador.

Una vez adaptado cada uno de los motores, se gromeéespecificar los
movimientos y tiempos que se requieren, mediantsafwvare, Arduino Pro 3.0. Esto se
lograra mediante la comunicacion via puerto USRided computador donde se encuentra

el programa, al microprocesador.

Para la obtencion de las imagenes fotograficaseneeientra conectada la
camara a uno de los puertos USB del notebook. deséaactivada a través del disparador
remoto, obteniéndose asi 3 imagenes por cada cabgsomagenes obtenidas de cada uno
de los campos, seran procesadas posteriormentel software Helicon Focus 4.6, el cual
tomara éstas 3 imagenes desde el archivo que ledagi fotografias y mediante la
superposicion de fotos mejorara el foco. Una veterolla la imagen mejorada, sera

enviada a una carpeta final, en donde se almacet@tas las imagenes procesadas.



CAPITULO 9 :

Motor N°2

Motor N°3

Microprocesador

ANEXOS

FIGURA F.4: Robot (Vista Posterior).

Céamara Canon

Motor N°1
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