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1 Objetivo:

El objetivo de este PON es indicar el procedimiento para realizar la deteccidon de espermatozoides
humanos por medio de la tincidn del Sperm Hy-liter indicativo de la presencia de semen en casos
forenses trabajados en la UCII.

2 Alcance:

Este PON se emplea para verificar o descartar la presencia de semen humano por medio de la
deteccion de cabezas de espermatozoides humanos extractos que provienen a partir de
muestras levantadas de los indicios trabajados en la UCII cuando no se tiene un resultado
positivo en la prueba presuntiva de semen, sin embargo se tiene resultade.de lampara de luz
forense positivo o donde la sospecha de la presencia de semen es piUuyalta de acuerdo al PON
“Busqueda, levantamiento, analisis, embalaje y conservaciéon de elementos traza”. Ademas
este procedimiento es llevado a cabo por parte de los analistas competentes, basados en la
validacion respectiva y sus resultados publicados en el informe, de'validacion cuya identificacién
es: 005-BIO-VAL-2022.

3 Referencias:

Informe de validacion para la deteccidon de ‘espermatozoides humanos por medio de
microscopia de fluorescencia con el Kit Sperm, Hy-Liter

Hoja de informacién técnica y protocolos adicionales sugeridos. Sperm Hy-liter ™ Express.
Independent Forensics. Lombard II. Mayo, 2021

Roitt, Ivan et al. 2000. Inmunologia. Harcourt, Espana. Quinta edicion

Manual de laboratorio de la OMS_para el examen del semen humano y de la interaccion
entre el semen y el moco cervical.,OMS.1999. 4 edicién. Madrid. Publicado en nombre de
la OMS por Médica Panamericana. 2001.

Developmental validation of Sperm Hy- liter ™: a specific, sensitive and confirmatory
microscopic screening {method for the detection of human sperm from Sexual Assault
Evidence. Independent Forensics, Lombard Illinois. USA

Operating ManualtAxioscope 5/7/Vario, Carl Zeiss Suzhou Co. Ltd. Jena, Alemania, Mayo
2019.

4 Equipos y Materiales:

Bolsa de polietileno de alta densidad Fisherbrand, color rojo, o similar, para el descarte
de material bioinfeccioso, no punzo cortante.

Centrifuga marca “Thermo scientific” o similar, con capacidad para alcanzar 13000 rpm.
Computadora con acceso a red y al Sistema de Automatizacion del Departamento de
Ciencias Forenses (SADCF). P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01 Emitido y Aprobado por
Unidad de Gestion de Calidad

Cronometro o reloj de intervalos que marque minutos y segundos. (rango 0 a 60 minutos)
Formulario “Registro de controles de Kit de Sperm Hy-liter” (Ver el Gestor documental)
Cubre cabezas

Formulario para Reactivos preparados (M-DCF-GCG-JEF-01-R2) (Disponible en el gestor
documental).

Formulario “FORMULARIO DE REVISION Y/O TRASLADO DE EXTRACTOS
CONFIRMATORIOS” (P-DCF-ECT-BIO-37-R13).

Gabacha limpia de tela o desechable.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestién de Calidad
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Gradilla para tubos de micro centrifuga limpias.

Guantes desechables de nitrilo o similares.

Lapicero.

Lapiz de grafito.

Libros de control de uso de la centrifuga, vortex y thermomixer y microscépio de
fluorescencia.

Marcador con tinta indeleble.

Mascarilla desechable.

Micropipetas limpias* con volumen graduable entre los 200 a 1000 uL.

Micropipetas limpias* con volumen graduable que pueda medir al menos los siguientes 3
uL- 10uL.

Microscopio de fluorescencia y contraste de fases con filtros”DARI (azul tinte nuclear) y
FITC (verdes los espermatozoides), adaptado a una computadora que tenga instalado el
software “Infinity capture” o similar.

Papel toalla desechable o toallas de talles “Kimtech_Pxep* brand”, de Kimberly Clark o
simi lares.

Puntas de 1000, 200 y de 10 uL, nuevas y estérilés ‘para micropipetas.

Porta objetos con dos pocillos de 11mm.

Recipiente con bolsa de polietileno de alta dénsidad Fisherbrand, de color rojo o similar
para el descarte de material bioinfecciosos

Refrigerador con temperaturas aproxintadas a los 4 °C (rango de 2- 8 °C)

Thermo Mixer marca Eppendorf o similar,/con los siguientes parametros de operacion:
rango de temperatura de 1 a 100 °C con incertidumbre de £0,5°C en temperaturas entre
20y 45 °Cy £1,0°C en temperaturasfuera del rango anteriormente indicado y frecuencia
de mezcla entre 300 y 3000, rpm.

Toallas desechables tipo “Kimwipes”.

Tubos para microcentrifugatsde 1,5 mL nuevos y autoclavados.

Vortex marca “Fisher Scientific Touch Mixer” Modelo 231 o similar.

*La limpieza de las micropipetas debe ser por la parte externa con DNA away o similar y luego
con etanol al 70% cada-vez que se vaya a utilizar.

5 Reactivos y Materiales de Referencia:

Agua tipo Milli -Q o similar

Control positivo: se utiliza como control positivo una muestra de semen en una dilucién
de 1/50. (La dilucién se hace con agua tipo Milli -Q o similar.)

Control negativo vigente. (ver registro de los controles)

DNA away: Solucién descontaminante de ADN y ADNasas. (N.° de Cat: 7010 o similar)
Etanol al 70% grado comercial

Buffer de fosfatos salino. (PBS)

Kit de tincion fluorescente Sperm Hy-liter.

Solucién de lavado que viene con el Kit.

Nota 01: los reactivos preparados, aunque se traten de disoluciones, deben ser debidamente
rotulados segln se establece en, el responsable de esto es la persona asignada de preparar el
reactivo, esto cuenta inclusive la solucién de lavado que viene con el kit.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestién de Calidad




VERSION 03 PAGINA: 5 de 24
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES

PROCEDIMIENTO PARA LA DETECCION DE P-DCF-ECT-BIO-41
ESPERMATOZOE[DES HUMANOS POR MEDIO DE LA
TINCION DEL SPERM HY-LITER™

6 Condiciones Ambientales:

Condiciones de trabajo no son criticas para el analisis. La temperatura no es un factor critico, ya
gue tanto el manual del microscopio como el inserto de la tincién dicen que se trabaja a
temperatura ambiente.

7 Procedimiento:
7.1 Preparacion inicial:

7.1.1  Utilice como perito encargado del montaje del analisis: cubre™Cabezas, guantes, gabacha
y mascarilla desechable.

7.1.2 Limpie cuidadosamente la mesa de trabajo con DNA, away y luego con etanol al 70%
utilizando toallas de papel desechables.

7.1.3 Tome los tubos eppendorf con los extractos deAdas“mdestras a analizar y coléquelos en
una gradilla de microtubos previamente limpia (ver punté 4™* de este PON). Si los tubos estaban
en refrigeracién déjelos temperar.

Nota 02: Las muestras o extractos pueden estarén refrigeracion o pueden estar afuera ya que
son los mismos extractos que fueron utilizados para‘el analisis de p30 o muestras que Unicamente
pasan para el analisis de deteccién de espermatozoides humanos.

Nota 03: Si a estas muestras no es requerido realizarle el analisis de p30, debe de realizarles la
revisiéon como perito encargado de los analisis a los tubos y su rotulacion, como se describe en
el apartado “Apertura del proceso RAS=y revision” del PON de “Manejo General de casos en la
UCII de la Seccion de Biologia Forense”. De lo contrario ya tendran esta revision realizada, ya
gue vienen del analisis previode,p30 y puede pasar directamente a la extraccién y tincién con el
Sperm Hy-liter ™ descrita_en,el presente procedimiento.

7.1.4 Busque el control positivo y el control negativo de semen para este analisis, los controles
son los mismo que selutilizan para los analisis presuntivos de semen.

Nota 04 Los viales con los controles, tanto el positivo como negativo, estan en custodia de los
peritos encargados y 'competentes de realizar el analisis. Los controles son preparados segun el
anexo 03 del procedimiento para la busqueda, levantamiento, analisis, embalaje y conservacion
de elementos traza.

7.1.5 Revise los controles y sus fechas antes de utilizarlos, en caso de que no se tenga controles
0 que estén vencidos, informele al encargado de la preparacidon de los controles para su
respectiva preparacion.

7.1.6 Revise las fechas de vencimiento de los reactivos y que no se encuentren vencidos, sin
embargo, si hay reactivos vencidos, a modo de excepcion, puede utilizarlos siempre y cuando
los controles y los resultados de estos controles sean aceptables.

7.1.7 En caso de que los resultados de los controles a la hora de utilizar reactivos vencidos no
son aceptables, debe de descartarlos y utilizar un reactivo sin vencer.

7.1.8 La informacion de los reactivos que utiliza para la tincion del Sperm- Hyliter ™ debe de
registrarse en el proceso de analisis en serie, para esto vaya a la pestafia “Reactivos y materiales”

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
Emitido y Aprobado por Unidad de Gestién de Calidad
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y ahi en “Tipo de reactivo o material seleccione: “Reactivo o preparacion: “corresponde a la fecha
de preparacion del reactivo que se esta utilizando” y la persona responsable de dicha preparacion.

7.1.9 Proceda con el montaje de las muestras y los controles, una vez que se terminado la
revision realizada antes de registrar en el RAS y no hay correcciones o si viene directamente
después del analisis de p30.

7.1.10 Si el montaje de la tincion con el Sperm Hy-liter es a partir de extractos que provienen
del analisis de p30, estos ya tienen PBS, por lo que a partir de aqui continlie como se indica en
el punto 7.1.11; si por el contrario, la tincién de Sper Hy-liter se va a realizar en extractos de
manera independiente al de p30, debe de agregar al tubo con el recorte de la muestra 500uL de
PBS.

7.1.11 Tome el tubo (s) eppendorf con los recortes de las muestrds y los controles y con PBS e
incibelos a temperatura ambiente por una hora, realizandos.eventualmente agitaciones
ocasionales o bien en el Thermomixer a la velocidad mas baja de ‘agitacion.

7.1.12  Una vez pasado el tiempo, tome todos los eppendorf y, coléquelos en una gradilla.

7.1.13 Con pinzas limpias y autoclavadas pase el recorte.de uno de los eppendorf a un spin
basket ™, e introduzca de nuevo el Spin- basket ™, &n ehtubo del que tomo el recorte. Haga asi
con todos tubos, cambiando de pinzas entre tubo‘y tubo. (tanto de las muestras como de los
controles)

7.1.14 Centrifugue a 13000 rpm por 5 minutes aproximadamente.
7.1.15 Descartar el Spin basket con el trozo_del recorte.

7.1.16 Del tubo eppendorf, elimine el sobrenadante con la punta de una pipeta, teniendo cuidado
de no romper el botén del sedimento,gué queda en el fondo del tubo.

7.1.17 Re suspender con 10QuL de“PBS.
7.1.18 Rotule las ldminas_ que'tienen marcadas los pocillos de 11 milimetros.
7.1.19 Colocar 10uL de.elbotdn re suspendido en uno de los pocillos de la [dmina.

7.1.20 Distribuya la. muestra homogéneamente sobre el pocillo y asi sucesivamente con todas
las muestras.

7.1.21 Coloque un control negativo que haya recibido todo el proceso anterior en un pocillo,
pero en otra ldmina, debidamente rotulado.

7.1.22  En el otro pocillo de la IJd&mina donde colocé el control negativo, coloque 10uL del control
positivo que igualmente haya sido trabajado bajo todo el proceso anterior.

7.1.23 Permita secar la muestra al aire libre, hasta que no se observe residuos de liquido.

7.1.24 Proceda a la tincién del Sperm Hy-liter™, para esto guiese con el anexo 1 de este
procedimiento.

7.1.25 Una vez tefiidas las ldminas, proceda a hacer la observacidon de estas para el recuento
de los espermatozoides.

7.1.26 Ingrese al cuarto de microscopios de la Seccién de Biologia con la gabacha, en el
microscopio de fluorescencia haga la observacion de las laminas tefiidas con el kit de Sperm- Hy-

H
P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Versién 01
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liter ™, encienda el microscopio y la computadora que tiene conectada al microscopio y abra el
programa “Infinity Capture”.

7.1.27 Coloque el microscopio en el objetivo desde donde como analista pueda observar de una
manera mas general la lamina, una vez ahi puede ir cambiando el aumento del lente objetivo
segun lo considere necesario, coloque primero la [damina con los controles y enfoque el area del
borde alrededor del pocillo (drea negra). Posiciénese en el filtro que permite observar la
fluorescencia del Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (tinte verde que tifie solamente
espermatozoides humanos) esto con el fin de revisar y asegurarse que la tincion se realizé de
acuerdo con el procedimiento y fue exitosa, y esta adecuada para la revision de las diferentes
muestras. Luego con esta misma lamina, pase de filtro a DUAL (posicién.3) y luego a la posicién
del filtro llamado DAPI (posicidon 4) que es el filtro que permite_.obsérvar la tincion con el
anticuerpo unido a ese colorante que tifie ADN nuclear humano.

7.1.28 En caso de que no se obtengan resultados de los ‘controles aceptables proceda
nuevamente a tefiir con el mismo kit solamente un juego de controles, para cerciorarse que fue
una mala tincién y no que es el kit de tincion lo que estd mal. Si después de esta segunda tincién
de los controles con el mismo kit se vuelven a obten€n resultados no aceptables, proceda a
descartar el kit, tome uno nuevo y realice el montajentanto de muestras como controles. Las
muestras serdn montadas a partir del extracto qué ya este re suspendido en el PBS. Si por el
contrario la segunda tincién de los controles tifie-adecuadamente, proceda a tenir nuevamente
un montaje de las muestras nuevo, pero con gl"mismo kit.

7.1.29 Si los resultados de la observacion”de tes controles son aceptables, tome una fotografia
de cada uno de los controles, tanto positivo como negativo con el software integrado al
microscopio y una vez tomada rotulela”de, manera que pueda identificar cual es el control positivo
y cual el negativo del montaje observacion en curso.

7.1.30 Coloque el portaobjetos con las muestras reales incognitas de los casos y proceda de la
misma manera, utilizado todoses filtros empezando con el FITC, luego pasando al DUAL y luego
colocandolo en el DAPI, sabiendo que las cabezas de espermatozoides se deben de observar con
todos los filtros (verdesicon FITC y azules en DAPI), pero para identificar su morfologia y
especificamente los espérmatozoides, FITC es el que los identifica por especificidad. Observe la
[dmina completa.

7.1.31 Para confirmar la identificacion, utilice los tres filtros ademas que puede ayudarse del
contraste de fase. (Esto es opcional)

7.1.32 Tome tres fotografias del pocillo con el sistema integrado de camara al microscopio y el
programa “Infinity”, si la ldmina esta positiva tome solamente una fotografia del campo donde
se encuentre el (los) espermatozoide (s).

Nota 05: Al tomar las fotografias con la camara integrada al equipo, aseglrese que el divisor
del haz del microscopio esta en la posicion donde los oculares no estén disponibles al mismo
tiempo, para que toda la luz sea recibida por la cdmara.

7.1.33 Proceda de esa manera (7.1.29- 7.1.32) con cada una de las muestras a revisar. Cada
vez que tome las fotografias de un caso guardelas ya con la identificacién del nimero de OT y
numero de muestra correspondiente.

Nota 06: Para mas detalle sobre como utilizar el software y el microscopio refiérase al anexo 2
del presente procedimiento.

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
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7.1.34 Si por alguna razén el software no esta funcionando y le realiza lo indicado por el
proveedor en el punto 4 de la pagina 10 del anexo 2, entonces llame a otro compafiero
competente en el analisis y observacion en microscopia de fluorescencia y que verifique ya sea
la ldmina negativa o positiva en el campo que lo estd observando.

7.1.35 Si se realizo la verificacidon de los resultados, se debe de llenar el registro respectivo.

7.1.36 Reporte el resultado de cada muestra como POSITIVO o NEGATIVO segun sea el caso,
en el SADCF, ya sea en el proceso de datos y resultados o en el RAS del SADCF que contiene los
casos trabajados.

7.1.37 Reporte en el espacio que corresponde del SADCF los resultades de los controles como
aceptable o no aceptable, seglin corresponda.

« Aceptable: Control positivo se observan cabezas tipicas.de,espermatozoides de color
verde y el control negativo no se observa ni una sola cabezade los espermatozoides.

« No aceptable: En el control positivo no se observa ni una sola cabeza de espermatozoides
teflidas de los colores esperados, en este caso conlel filtro FITC deben de observase de
color verde fosforescente. Para el control/nhegativo, se observan cabezas de
espermatozoides.

7.1.38 Pase todas las fotografias a una llave o en.una carpeta de red donde pueda buscarlas
después para poder subirlas al SADCF.

7.1.39 Una vez terminada la observacion microscopica, apague el microscopio y andtese en la
bitacora de uso.

7.1.40 Descarte las ldminas observadas\en el basurero de punzo cortantes.

7.1.41 Pase todas las fotografias_que ‘extrajo de la computadora donde tomé las fotos y que se
encuentran en una llave o una carpeta de red (punto 7.1.38), a formato PDF, esto en grupos
segun el nimero de caso y glidardelas en una carpeta intermedia en la computadora hasta que
las pueda adjuntar al SADCF;, haga lo mismo con las fotografias de los controles.

7.1.42 Una vez en PDE,“fotule de cada cuadro o imagen de cada uno de los archivos PDF,
adjuntando un cuadro de texto en cada una de las imagenes con la siguiente informacion:

« Numerolde identificacion OT (202X-00000-BIO)
o Id dela muestra (p.ej. 89000XX-202X, A.ML01)
“Campo #” (p. ej. Campo 1, Campo 2, etc; segun sea el caso) (Si solamente es
un campo porque esta positiva la muestra, se coloca la leyenda “Campo 1 positivo”
« Por ultimo, firme el PDF con firma digital en el primer cuadro.

7.1.43 Para el caso de los controles la leyenda a utilizar para la rotulacion de las fotografias
sera:

« “Control Negativo, Fecha de la toma de la fotografia”
« “Control Positivo, Fecha de la toma de la fotografia”
o Se debe de firmar este documento en el primer cuadro.

7.1.44 Una vez reportados los resultados, suba las fotografias al SADCF, ya sea en RAS o en
Datos y resultados, para esto vaya a la pestafia que se llama “documentacion anexa”, si es en
RAS seleccione el nimero de OT que corresponda para incorporar la fotografia de los analisis
confirmatorios, selecciones “incorporar” y del desplegable que emerge complete de la siguiente
manera:

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
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« En tipo de documento: “Ilustraciones”

o En Detalle del documento: Sperm- Hyliter

« En la “Ruta del documento” busque la direccion del documento adjunta (carpeta
intermedia donde almacendé temporalmente las fotos al pasarlas del microscopio) y
guardelo haciendo clic sobre el disquete verde.

Nota 07: En caso de que tenga que subir varias fotografias del mismo tipo de analisis con
fotografias del mismo caso, entones en detalle coloque “Sperm” y el consecutivo para identificar
cuantas fotos son. Por ejemplo “Sperm-1”, “"Sperm-2", etc. Para los controles se debe de colocar
la leyenda “Tincion Controles Sperm”

7.1.45 Si el peso del PDF supera los 3 Mb, baje la calidad hasta que el*peso del archivo sea el
permitido para realizar la operacién de adjuntarlo al legajo digital dél'SADCF.

8 Criterios de Aceptacion o Rechazo de Resultados:
Los resultados se aceptan si el control positivo o de tincién se observan las cabezas de los
espermatozoides tipicas de un color verde fosforescente y\ademas el control negativo no se
observa nada o ninguna cabeza de espermatozoide.
Si el control ya sea positivo 0 negativo no tienen elresultado esperado con lo descrito en
parrafo anterior, proceda a montar de nuevo cada una de las muestras a partir del botén re
suspendido en PBS.

9 Calculos y evaluacion de la incertidumbre:
N/A

10 Reporte de Analisis y Resultados:
Los resultados del andlisis para-ta-determinacion de los espermatozoides humanos por medio
de la tincion del Sperm Hy-litery deben de reportarse en un proceso de Datos y resultados
generado en el SADCF para.€l*nimero de OT respectivo, o bien si es un montaje que se hizo
en lote en el proceso RAS\reporte el resultado desde esta funcionalidad teniendo cuidado de
seleccionar correctamente el nimero de OT y luego recuerde ir y finalizar el proceso de Datos
y resultados respectivo.
Los resultados'se feportan como: Positivo si se observan cabezas tipicas o Negativo si no se
observa ni una sola cabeza de espermatozoides en toda la [damina.

11 Medidas de Seguridad y Salud Ocupacional:
Recuerde colocarse la gabacha, la mascarilla y los guantes antes de manipular las muestras
para prevenir la contaminacion de estas como del analista.
De igual forma los fluidos bioldgicos impregnados son fuente potencial de enfermedades por
lo tanto deben de manipularse segln las normas establecidas en este Procedimiento y las
reglas basicas de un laboratorio bioseguridad tipo 1 y buenas practicas de laboratorio.
Es importante usar todas las barreras de proteccion para evitar la contaminacién de las
muestras con fragmentos de piel o con saliva del analista.

12 Simbologia:

No aplica

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Version 01
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13 Terminologia:

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido Ribonucleico

DAPI: 47,6 diamino-2-fenilindol

FITC: Isotiocianato de Fluoriceina (siglas en inglés)
RAS: Registro de analisis en serie

OT: Orden de trabajo

PBS: Buffer o Solucion tampdn de fosfatos salino.
PON: Procedimiento de operacion normado

SADCEF: Sistema automatizado del Departamento de Ciencias Forenses

14 Anexos

No. de Anexo Nombre del Anexo

1 Protocolo de Tincién del Sperm- Hyliter ®

2 Tablas de Volumenes para los diferentes pocillos.

3 Protocolo para rapida deteccion‘de esperma en 5 faciles pasos.
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Anexo 1: Protocolo de Tincion del Sperm- Hyliter ®

SPERM HY-LITER™Express [ghis

Protocolo de tincion

Soluciones incluido en el botiquin:

Solucién FIXATIVE Botella tapa de blanca

Solucién SAMPLE PREPARATION Botella tapa de amarilla (se requiere afiadir DTT antes de usar)
Solucién BLOCKING Botella tapa de roja

Solucién SPERM HEAD STAINING Botella tapa de verde ?‘
Medio de montaje MOUNTING Botella tapa de azul

Stock de Buffer de lavado 10X Botella rectangular de 250 mL (obligatorio dilvi e usar)

*Use este protocolo solamente con las soluciones de SPERM HY-LITER™ Express; No substituya los reactivos inv kit

Se puede usar SPERM HY-LITER™ Express con diferentes tipos de portaobjetos (lami s). Ajontinuacién, se muestran las
especificaciones del nimero de gotas de solucion que se debe usar con los diferg %

objetos. El volumen de solucién es proporcional al tamaiio del pocillo del portao
para cada paso del protocolo (con la excepcion de la solucion para prepara

. adelante se describe). :

os de pocillos de los porta
@ Use el numero indicado de gotas
festra “Sample Preparation” que mas

Diametro de los pocillos N
del bjetos 6 mm 8mm \ 11 mm Frotis
\ IFI catt 9106-25/26 930G 9111-25/26 ad ngamobjezti’s zzzuhr
| #gotasusado paracada |\ /—1 : 2 6-12 (use suficiente para
\ pocillo / 8 ‘ 1 cubrir la muestra)

Determinacion de la configuracién del objetos: Determine el didmetro del pocillo del portaobjetos y use el
numero de gotas de la solucién apropiado

En el caso de muestras de frotis, se plicar una barrera hidrofébica alrededor del drea a tefiir. Presione la punta
de ImmEdge Pen"™ en la pared internag un tubo microcentrifuga para liberar un poco de la solucién (100 uL para cada
mancha es suficiente). Usand unta de pipeta*, cologue el reactivo de la ImmEdge Pen™ para delimitar muestra
del frotis. Deje secar antes g t f : para prevenir contaminacion entre las muestras, use una punta de pipeta nueva

para cada de las muestra:

Soluciones a pre® tes de tefiir:
. 1X Buffer de Jav.

d:
Prepare 1X (@91 de lavado de la solucion de 10X: diluya 1:10 con DD H;0 en una botella disefiada para lavar a
chorro (piseta):

Solucién de “Sample Preparation”+ DTT

Preparé la solucién de “Sample Preparation” y DTT cada dia antes de usarlas: Calculé el nimero de gotas necesario para
el numero de pocillos a tefiir (use de referencia la tabla en la parte superior). Preparé el DTT de acuerdo a la “Receta de
Solucién de DTT" descrito al final de la siguiente pagina. Se ha observado que aumentando la cantidad de DTT, se puede
producir una sefal fluorescente mayor en muestras con unatincion débil. Para una tincion dptima con SPERM HY-
LITER™ Express se recomienda una proporcion de 10X DTT (5 ul de 1M DTT por gota de solucién “Sample Preparation”)

Procedimiento:

A. Preparacion de soluciones:
Preparé 1X de buffer de lavado y solucién de “Sample Preparation” + DTT

lndepcndcm NOT FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE 500 Waters Edge, Ste. 210

A

\

\ : SPA SH Express Protocol v 05 31 17 Lombard, IL 60148
n\‘iForcnsncs xpress Protocol v 05 . Lo

DNA TESTING & TECHNOLOGIES
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B. Ejecute los 5-pasos del protocolo de tincién usando los volimenes indicados por la configuracién del
portaobjetos.

- 1. Fijacién: Aflada la solucién de FIXATIVE (botella de tapa blanca) a cada pocillo del portaobjetos. Incube a
temperatura ambiente por 10 minutos.

a. Lavar: Usando una botella de lavado, enjuague suavemente cada pocillo del portaobjetos con
. aproximadamente 2-3 mL de 1X buffer de lavado. No se requiere ni recomienda un lavado riguroso. Después de
L lavar, use una porcién de una toalla de papel para secar el fluido residual en el pocillo del portaobjetos.

2. Preparacién de muestra (Sample Preparation): [ Hoy que aiadir DTT a esta solucion antes de usar! Refiérase a la
seccion de “Soluciones a preparar antes de tedir”]. Use una pipeta para transferirla solucién de SAMPLE PREPARATION +
DTT a cada pocillo del portaobjetos. El volumen de Sample Preparation y DTT se determinaran de acuerdo al

portaobjetos usado. Use la siguiente tabla para usar volumen correcto:
A | pocillo ;
ramapo::ob)ﬂos o 6mm 8 mm 11 min Frotis J
Volumen SAMPLE |
PREPARATION + DTT b 40t 80 240-320 L

| § |
Incube a temperatura ambiente por 15 minutos OV ‘

Lavar: Lave la muestra como se describié anteriormente. Q‘
3. Bloquear: Afiada la soluciéon de BLOCKING (botella de ta«ja cada pocillo del portaobjetos. Incube a

temperatura ambiente por 15 minutos.

Lavar: Lave la muestra como se describié anteri e
4. Tediir: Aflada la solucién SPERM HEAD STA!NING@!& de tapa verde) a cada pocillo del portaobjetos. Incube a
temperatura ambiente por 15 minutos.

Lavar: Lave la muestra como se describié a sormente.

8 MOUNTING MEDIA (botella de tapa azul) a cada pocillo del portaobjetos
(use tres gotas para frotis). Coloque chy§ amente un cubreobjetos (proveidos en el kit) por encima de cada pocillo
Usando una porcién doblada de togagd® papel, presione gentilmente el porta-cubreobjetos para eliminar el exceso de
solucién de montaje. El medio de mOgtaje se semi-endurecera después de 20 minutos a temperatura ambiente*. Puede
utilizar esmalte de ufias en des del cubreobjetos para estabilizar la muestra. Se puede visualizar las diapositivas
inmediatamente y son estable' dias.

*“La humedad y el calor \ ar y/o prevenir el endurecimiento del medio de montaje. Estas condiciones no afectan la
calidad de la tincién. Q

C. Visualice: Q .
Se debe visu(@ uestras tefiidas usando un microscopio fluorescente con los filtros apropiados. Los nicleos

5. Montaje: Aflada una gota de la soluclo

celulares, incuyenplo los de células epitelial y espermadticas, se puede visualizar usando filtros compatibles con DAPI.
Las cabezas d espermatozoides humanos se visualizan usando filtros compatibles para fluoresceina o Alexa 488. Las
muestras se pueden visualizar usando objetivos de 10x, 20x, 40x o 100x, esto queda a discrecion del analista.

Receta de Solucion de DTT
Volumen final: 1mL 10 mL 100 mL
oTT 0.154g 1.54g 1548
H0 ~0.7mL ~7mlL ~70 mL
1M KOH 0.11mL 1.1mL 11mL

Confirme la solucién DTT final tenga un ~pH 8.0. Afade DDH.O al volumen final indicado, haga alicuotas y congele. Se puede congelar y
deshelar alicuotas dos veces antes de desecharlas.

MIndependen( NOT FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE 500 Waters Edge, Ste. 210
\ 3 SPA SH Express Protocol v 05 31 17 Lombard, IL 60148
&&?‘35.‘?.’!2‘5? " www ifi-test com
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Anexo 2: Tablas de Volimenes para los diferentes pocillos.

Table 1: Solution Volumes for Extract Slides and
SPERM HY-LITER™ and SPERM HY-LITER™ EXPRESS

Volumes for 11 mm slide wells

Yellow Cap

# of wells No. Drops No. Drops Sample Prep* / | No. Drops o. Drops
Fixation Vol DTT Blocking Staining
- [ 2 2 drops / 10 pL (80 uL) N/ 2
- 4 4 drops/ 20 uL (160 uL) | % 4
3 LS 6 6 drops / 30 pL (240 ul) 6
36 4 8 8 drops / 40 pL (320 uLf 8 8
= 10 10 drops / 50 pL ( NS 10 10
6 12 3 12 drops / 60 pL 12 12
7 14 14 drops / 70 ) 14 14
'8 16 | 16drops/ 640 pL) 16 16
n 9 18 | 18 drop L (720 pL) 18 18 |
| 10 20 | 20 drop: ‘1/ ul (800 L) 20 20 sisil

*Sample prep solution requires indicat@:me of DTT added to indicated number of drops.

Final volume (in parenthesis); plac@xt

ide wells

Volumes for 8

[Pufre cap

solution on sample well.

l

| #ofwells Uo. Drops No. Drops Sample Prep* / | No. Drops | No. Drops
Fixation Vol DTT Blocking | Staining
1 . 1 |1 drops / 5uL (40 L) 1 1
2 2 2 drops/ 10 pL (80 uL) 2 2
3 3 \ 3 drops / 15 uL (120 uL) 3 3
. A = [ 4 | 4drops /20 uL (160 uL) R 4
5 5 175 drops / 25 uL (200 pL) 5 5
6 6 | 6 drops /30 uL (240 uL) 6 | 6
B 7 N =N 7 drops / 35 pL (280 uL) 7 | 7
8 | 8 8 drops / 40 pL (320 pL) 8 | 8
9 - 9 9 drops / 45 uL (360 pl) 9 9
L 10 10 10 drops / SO pL (400 uL) 10 10
Forensic Laboratory Protocol Volumes, SPERM HY-LITER™, SPERM HY-LITER™ EXPRESS pg- 1of 2
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Volumes for 6 mm slide wells

#of wells | volume Fixation | Volume Sample Prep* / Volume Volume
Solution Vol DTT Blocking Staining
28 20uL | 20pL/2.5pL (~25 L) 20 uL 20 pL
2 40 pL 40 uL /5 pL (45 pl) 40 uL 40 pL
3 60 ul 60 uL / 15 uL (75 uL) 60 L 60 uL
4 80 pL 80 uL / 17.5 pL (~100 ulL) 80 80 uL
S5 100 pL 100 pL / 20 plL (120 pL) 1 100 pL
3 120 pL 120 L/ 22.5 uL (~150 ul) | ( 120\iL 120 pL
| 7 140 pL 140 uL / 25 pL (165 pL) 118 140 pL
8 160 pL 160 pL / 27.5 pL (~190 60 L 160 pL
= 19 . 180 pL | 180 uL/30uL (21 180 pL 180 uL
10 200ul | 200uL/32.5 uL 200 pL 20 pL

*Sample prep solution requires indicated volume of RTT added to indicated number of drops
Final volume (in parenthesis); place 80 uL of SO on sample well.

Table 2: Solutiﬁo mes for Smear Slides and
SPERM HY-LITE% d SPERM HY-LITER™ EXPRESS

| # of Smear @ ops No. Drops Sample Prep* / ’ No. Drops No. Drops
Slides = ation Vol DTT | Blocking Staining
1 ) s |  8drops/40uL (320puL) | 8 8
| 2 16 | 16 drops / 80 uL (640 ulL) 16 B 16
3 24 24 drops / 120 pL (960 pL) 24 24
T 1 32 32 drops / 160 plL (1,280 mL) 32 32
5 40 40 drops / 200 plL (1,600 mL) 40 40 |
6 48 48 drops / 240 uL (1,920 mL) 48 48
& 7 56 56 drops / 280 L (2,240 mL) 56 56
8 64 64 drops / 320 pL (2,560 mL) 64 | 64
9 72 72 drops / 360 uL (2,880 mL) 72 72
10 80 80 / 400 ulL (3,200 mL) 80 1 80 |

*Sample prep solution requires indicated volume of DTT added to indicated number of drops.
Final volume (in parenthesis); place 320 puL of solution on smear slide.

Forensic Laboratory Protocol Volumes, SPERM HY-LITER™, SPERM HY-LITER™ EXPRESS pg. 20f2
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Anexo 3: Protocolo para rapida deteccion de esperma en 5 faciles pasos.

N Independent

;\ \ lForensu:s

DNA TESTING & TECHNOLOGIES

M-EXT-ECE-BIO-128
Manual de Usuario
Sistema de Microscopio
Sperm-Hy-Liter
Registro: 29/10/21

FAX (708) 978-5115
WWW.IFI-TEST.COM

vaﬁ@ﬂﬁfcﬁ’@fﬂ W Duwid Piviones %{bz

Ce). t1-312-383-2002-

SPERM HY-LITER™

Manual de Usuario del Sistema de'\Microscopio
’ 4

Microscope System User Manual SPANISH va
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P Independent
N\ =Forensics

DNA TESTING & TECHNOLOGIES

S00 WATERS EDGE

SuiTe 210
LOMBARD, IL 60148
TEL (866) 434-2400

FAX (708) 978-5115
WWW.IFI-TEST.COM

SPERM HY-LITER™
Diagrama del Paquete de Micro§copio

Mcpm;bmun
del condensador -

—

Torreta de fases ———

Tornillos para centrar el
condensador
(uno no visible)

Dlafragma de campo ~

Viicrascape System User Manual SPANISH vi

P-DCF-GCG-JEF-001-R3, Versién 01
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T CCD camara digital
— — Acoplador

= Tubo

—— Divisor de haz de luz

Fuente de luz de
_—  haluro metilico

Obturador de
deslizable

Perilla de enfoque
_~ del condensador

Carcasa de la lampara
de luz transmitida (no visible)
—— Control de intensidad

de luz transmitida

—. Tornillos macrométricos
y micrométricos

L

. - Control filtro transmitido
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Configuracién del microscopio para contraste de fases

1. Encienda el microscopio con el interruptor de encendido en el lado izquier el soporte.

2. Asegurese de que hay luz procedente de la parte inferior del soporte. Aj trol de filtracién
de luz transmitida girandolo a la posicién "1, Ajuste la intensidad de @ ndo el control
intensidad de la luz transmitida para aumentar o disminuir la luz.

3. Gire la torreta de fases del condensador a la posicion “2". Aseguresdde que el diafragma de

apertura esta abierto completamente colocando la palanca iafgdgma hacia la izquierda.

4. Coloque el objetivo 20X en el haz de la luz.

S. Girar completamente la torreta de fluorescencia a la 0 " o posicion en blanco.

6. Empuje divisor de haz de luz / camara, paraver at s oculares (jale para ver a través de la
camara).

7. Coloque el portaobjetos en el soporte de portaoBjetos en la platina. Mueva la platina girando la
perilla de enfoque gruesa hacia adelante_gdg 84ta manera la parte superior del cubreobjetos se
aproxima a la lente de objetivo 20X perd tocan.

8. Ajuste la distancia interpupilar de lo areS para una mejor visualizacion. También ajuste el
angulo del ocular de acuerdo con la Jura del usuario para una mejor y mas comoda
visualizacion.

9. Ajuste la dioptria de enfoqsebos oculares. Gire la parte superior del ocular para que la

posicion "0" coincida coge 0" blanco si tiene visiéon 20/20 o corregida. Si utiliza el reticulo del
micrémetro horizontal, gifg dioptria al punto rojo.
10. Logre enfocar lam moviendo la platina lentamente hacia abajo, ajustando el tornillo

micrométrico N ornillo hacia usted).
11. Cierre el dia e campo y centre la imagen usando los tornillos de centrado del condensador.
12. Enfoqueddimdgen del diafragma de campo (octégono) elevando la altura del condensador hasta
que | ' esté enfocada (como muestra a continuacién).
13. Abv@a ragma de campo al borde del campo de vision.
uestra enfocada a 20X Muestra enfocada con condensador
y enfoque centrado

Microscope System User Manual SPANISH va pg.30f 14
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Alineacion de microscopio para campo claro

1. Encienda el microscopio usando el interruptor de encendido en el lado izquierdo del soporte del
microscopio.

2. Asegurese que hay luz procedente de la parte inferior del soporte. Gire laffuedg Sitrante de luz
transmitida a la posicién “1", Ajuste la intensidad de la luz girando el cegtrot\dc intensidad de la luz
transmitida para aumentar o disminuir la luz.

3. Gire la torreta de fases del condensador a la posicién “BF" A;A

egurgse gie el diafragma de apertura
este casi cerrado en su totalidad (para ofrecer contraste) per de%ﬁﬁar un poco de luz.

4. Coloque el objetivo 20X en el haz de la luz \

5. Girar completamente la torreta de fluorescencia a la pp$icid™&i" o posicion en blanco.

6. Empuje el divisor de haz de luz / cdmara, para ver a fayés ¥e los oculares (jale para ver a través de
la camara). S

7. Coloque el portaobjetos en el soporte de portachjete®en la platina. Mueva la platina girando la
perilla de enfoque gruesa hacia adelante, df estyn¥anera la parte superior del cubreobjetos se
aproxima a la lente de objetivo 20X pergrmo Setdcan

8. Ajuste la distancia interpupilar de los ogular@s para una mejor visualizacién. También ajuste el
angulo del ocular de acuerdo cor},hgslaftﬁa del usuario para una mejor y mas comoda
visualizacién. (

9. Ajuste la dioptria de enfoque eRaMtfos oculares. Gire la parte superior del ocular para que la
posicién "0" coincida con "p _?éiyblanco si tiene vision 20/20 o corregida. Si utiliza el reticulo del

micrémetro horizont re diaptria al punto rojo.

10. Logre enfocar lam :%viendo la platina lentamente hacia abajo, ajustando el tornillo
micrométrico. /“\

11. Cierre el diafz A de campo y centre la imagen usando los tornillos de centrado del condensador
(como se indica 3 continuacion).

12. Enfoqge'fa i en del diafragma de campo (octégono) elevando la altura del condensador hasta
que la h@jﬁn esté enfocada (como muestra a continuacién).

13. Abra el diafragma de campo al borde del campo de vision.
Centrando el
Imagen de células enfocadas usando la condensador

8 Enfocando el condensador
Hluminacién de campo claro

pg.4of 14
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La nueva fuente de luz de haluro metélico de 7SW de montaje di
pequeiia fuente de alimentacién que ahorra espacio y tien
1. Para encender la fuente de luz, cambie el interrupt
minuto para calentar y estar listo para usar. Pa

primera vez. Primero parpadeara y el LED mosthara
mostraran las horas de bombilla utilizada

0 &s simple de operar, tiene una
billa que durara 1500 horas.

NDBY" a "RUN". EI LED tardara sélo un
a serie de pasos cuando lo encienda por
TRIKE LT", luego "WARMING UP" donde se
nalmente, el parpadeo se detiene y el LED lee "LAMP

2. Unavez encen de la carcasa de la ldmpara, es importante dejarla encendida durante 5
minutos antes er a apagarla. Esto permite que la bombilla alcance la longitud de onda
adecuada y ahorrara la vida util de la bombilla (que esta garantizada durante 1500 horas).

3. Para apagar la fuente de luz, cambie el interruptor a "STANDBY". EI LED indicara "LAMP OFF -
CoolDown". Espere hasta que haya terminado de enfriar (5-10 minutos) antes de volver a
encenderlo. Esto también ahorrara en la vida de la bombilla. La unidad si mismo tiene algunos
protectores seguros construidos adentro también, que guardardn contra girar el bulbo encendido o
apagado antes de que esté listo.

4. No coloque nada encima de la fuente de luz y permita una ventilacién adecuada.

Microscope System User Manual SPANISH va pg. 6of 14
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Instrucciones para Observaciones con Fluorescencia

1. Coloque el objetivo 20X en el haz de la luz y gire el condensador a la posicion 2.

2. Enfoque la muestra utilizando el contraste de fase.

Ly &

3. Cubra la fuente de luz inferior con tapa protectora de polvo o gire la rueda del flltroﬂew\ﬂgransmltada

a la posicién cerrada (circulo blanco) para asegurar un fondo oscuro.

4. Gire la torreta de fluorescencia de la posicion | a la posicion 2 o FITC.

Vista de frente del microscopio
mostrando la torreta fluorescente,

en posicién 2
'-/

/

Ao

Controles de diafragma
de campo y diafragma d
apertura girados hacia
arriba y el obturador
(deslizador) en posicién
abierta (no disponible e
Axioscope AS).

5. Deslice el obturador de luz reflejada hacia fuera 4 la pgsicion 1 (posicion abierta) y gire las ruedas del
diafragma de campo y del diafragma de apertura [$:e$tin disponibles) para obtener la maxima

cantidad de luz a la muestra. Ver ejemplarfEnfdque segin sea necesario.

Las cabezas de los espermatozoides apargcecdsfde color verde brillante sobre un fondo oscuro.

tab&zas de espermatozoides tefiidos
COYSPERM HY-LITER™ visualizados bajo
fluminacdién fluorescente y filtro FITC
con objetivo 20X

6. Gire la torreta de f6rescencia a la posicién 3 o DUAL. Las cabezas de los espermatozoides
apareceran de color verde brillante, mientras que los nicleos de las células epiteliales y todos los

demas nicleos celulares apareceran azules.

Tincién de espermatozoides y nicleos
celulares con SPERM HY-LITER™ vistos
con iluminacién fluorescente y filtro
DUAL con objetivo 20X
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7. Gire la torreta de florescencia de fluorescencia a la posicion 4 o DAPI para ver sélo los nicleos
Tenga en cuenta: Las observaciones de fluorescencia bajo iluminacion DAPI deben ser rapidas ya que
existe el PELIGRO DE FOTOBLANQUEO Y FOTOACTIVACION. Una vez que se ha completado la
observacion, cierre / empuje inmediatamente el obturador de fluorescencia

Tincién de espermatozoides con
SPERM HY-LITER™ visto bajo
fluminacién fluorescente y filtro
DAPI con objetivo 20X, ligeramente
subexpuestas

Tincién de espermatozgfiSacon
SPERM HY-LITER™ vistgs bajo
iluminacién fluorgScéntdyflitro
DAPI con objetiv 20X, Jmagen
sobreexpugsia

Visualizacién de contraste de fase y luforéscencia juntos

1. Mientras observa una mugsthy Wsando cualquiera de los filtros
de fluorescencia, retire la &ybierta de polvo inferior o gire la
rueda del filtro de luzftranSinitida a la posicién abierta

2. Ajuste la intensidgd deNadz transmitida a una configuracion mas
baja de tal maneRg qug tanto la fluorescencia como la iluminacién
de contraste de fase puedan La combinacién de contraste de
verse simultaneamente. Esto es fase y FITC es Gtil para ver las
ideal cuandu desea verse la brillantes cabezas de esperma y la
estructura celular y la tincién morfologia de las células.
fluorescente juntos.

Combinando el contraste de fase y la
iluminacién fluorescente DUAL se
confirmardn las células epiteliales,
los espermatozoides y los nicleos
teflidos con SPERM HY-LITER™,
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PROTOCOLO PARA RAPIDA DETECCION DE ESPERMA
EN CINCO FACILES PASOS

1. Encienda el instrumento. Y
Encienda las fuentes de luz transmitida y reflejada: el microscopio s@ ndeyla

lampara de fluorescencia se enciende.

2. Encuentre el plano focal correcto. O

Gire la torreta de fluorescencia a la posicién 1 (pos acia). Coloque el objetivo
20X, verifique que la posicion 2 esta ajustada en &densador, enfoque el drea
enmascarada del portaobjetos (porcion negra%ﬁaobjetos) para identificar
aproximadamente el plano focal y busque as

3. Observe la muestra bajo ﬂuoresce
Obture la luz transmitida giran eda del filtro hasta la posicion de parado
(punto blanco). Deslice el obh%r a la posicion abierta. Gire la torreta de
fluorescencia a la posici FITC). Escanee el portaobjetos para ver si hay cabezas

de esperma ﬂuoresc§\§
4. Confirmelai @Ién.

Utilizando los filtros DUAL (posicién 3), el DAPI (posicion 4) y el contraste de fase
en combinacion con la fluorescencia, confirme la identidad de los cabezas de
esperma tefiidas con SPERM HY-LITER ™. Las cabezas de | os espermatozoides
deben tener una fluorescencia verde con el FITC (esperma positivo) y azul con el
DAPI (nuclear positivo).

5. Regis:re la observacioén.
Usando la cdmara CCD y el software de captura de imagenes, registre los campos
del microscopio que mejor ilustran la identificacién del esperma. Vea mas detalles
en la siguiente pagina.
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FACIL CAPTURA DE IMAGEN

1. Asegurese de que el divisor de haz del microscopio esté en la posicion (halar el diviso

100% de la luz.

& afuera)

donde los oculares no estén disponibles al mismo tiempo, de estd manera Ia@ hora recibe el

2. Encienda la PC y abra el software INFINITY CAPTURE

3. La cdmara se conectara una vez que se enciende la luz verde en la p

oof

P haciendo

&n/i icono del escritorio.
D

psterior. Si la luz no se

enciende una vez que se abre el software, cierre la ventana de la camara y verifique que
todos los cables estén conectados firmemente. Si es nec ca b|e 3 un nuevo puerto USB2 en

la PC / computadora portatil y reinicie el software.

4. Una vez que la cdmara estd conectada correctamenig
automadticamente una imagen en vivo y una ve
Window"” (como se muestra a continuacio
“Window” y desplacese hasta “Restore Li

5. Desde la ventana de Control de la Cé

configuracion de color y capturar?

como se muestra a continuacid

Captura de Imag ‘

X wWr PR
trasre a¥=

LATEN

Balance de blancos
global (uso en fase)

C

\

’ Balance de blancos puntual
(Usar con tinciones de

color con luz transmitida)

El ajuste de ganancia debe
establecerse bajo para reducir
el ruido

Microscope System User Manual SPANISH

Oftware se inicia, presentara

¥ control de la cdmara “Camera Control
 la Vista previa en vivo, vaya al mend
ew”.

ede ajustar la exposicién, el balance de blancos, la
es. Para ajustar la configuracién, haga clic en los iconos
el mend desplegable de la Cdmara.

F! INFINITY3-1UC (coler) - 19...
Optncm Window Help

.emowegm_u_l_u
[T~o DN Rl T8

X

/ Piwwﬂudm {132 x 1040 Balance de blancos manual
_5J para ajustar los colores
Captue Resohsiorr | 1332 x 1040 —
Control de exposiciéon
Exposure (ms}  EvendedRange [~ AECIT ¢— automdtic
— [T
I AEp J’L\\i_ I
1 ™36 e Barra deslizante
Gan [ 07 \\ para exposicon
vl manual (arriba para
d
vista previa, abajo
Settings File Oveday Bamap Fie [Disabled) para captura)
[ro settngs fie) {no overay bitmap)
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6. Ajuste el balance de blancos en contraste de fase seleccionando Balance de Blancos Global o use

Balance de blancos puntual colocando el objetivo (+) en el drea incolora (blanco / gris) en la

pantalla de vista previa en vivo. Mantenga presionado (+) sobre el punto y haga clic para equilibrar

el blanco.

7. Los colores se pueden ajustar facilmente seleccionando el Balance de Blancos orma de

“V* y ajustando el Rojo, el Verde y el Azul por separado, luego cierre para t a
configuracion o inicialice los colores para volver a la configuracion anterior.

8. Hay una casilla frente a AEC que al marcar configura de manera auto yexposldén estimada

, anula cualquier

a la normal. Esto puede ser Gtil para buscar una imagen inicial ndo la pantalla es
urz

configuracién manual hasta que la desmarque. Nota: la ¢

demasiado brillante u oscura. Una vez que la casilla AEC esié
suele ser mas lenta que la configuracion manual.

i6n automatica de la camara

9. La exposicién manual se puede ajustar moviendo I slizante superior hacia la izquierda o
hacia la derecha. Las barras deslizantes de e i a vista de captura y vista previa se moveran
juntas a menos que la casilla “Alt Exp” esta Marcagla. La configuracién manual no esta disponible s

la casilla AEC esta marcada al mismo tj

10. Tome una captura de la imagen d%ga en vivo haciendo clic en el icono de la cdmara o

seleccionando “Capture Image” efgl menu “File”. La imagen capturada aparecera en el escritorio

como “Image Preview”.

11. Guarde la imagen haci X en “File” y “Save As” y cree una carpeta para las imagenes. No cierre
la imagen antes de'guardarla en un archivo. Hay una opcién para habilitar el guardado automdtico
‘ gab

“Options”.

en el menu des
12. Guarde lmégeC)e diferentes casos en las ubicaciones que usted prefiera. Las imagenes se pueden
guardar como mapa de bits, JPEG, Tiff o Raw. Los archivos de mapa de bits se guardan facilmente y

tienen un tamafio de 3-5 MB por imagen.

13. Las configuraciones de la cdmara se quedan guardadas en C: \ Archivos de programa (x86) \

Lumenera \ Infinity Software \ Infinity Camera Settings

¢Preguntas? ¢ Necesitas ayuda? Teléfono: 1-708-234-1200 or toll-free in the US 866-434-240(

Correo electrénico:  info@ifi-test.com
Mévil: 1-630-697-0020
Skype: Dina.Mattes1
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