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DESCRIPCION
Un dispositivo de obtencion de imagenes de diagndstico para analisis de células raras circulantes.
Campo de la invencion

La invencion se refiere en general al campo de la obtencidon automatizada de imagenes de una muestra, y mas en
particular a la citometria de imagen de células raras aisladas a partir de fluidos corporales mediante un dispositivo
automatizado para andlisis relacionado con el diagnéstico, la monitorizacion y la gestion de enfermedades
especificas, en particular el cancer.

Técnica anterior

Las células tumorales estan presentes con frecuencia en la sangre de pacientes con carcinoma a frecuencias muy
bajas (<10 células por ml). Estos niveles pueden proporcionar informacién clinicamente Gtil. Sin embargo, los
laboriosos procedimientos requeridos para detectar y cuantificar la presencia de células tumorales circulantes y las
estadisticas de nimeros bajos, introducen un alto nivel de variabilidad en los resultados. El sistema de la presente
invencion mejora los dispositivos de obtencion de imagenes usados en los laboratorios clinicos para la deteccion de
células raras en muestras de fluidos tales como muestras de sangre (es decir, células tumorales raras circulantes de
origen epitelial).

En general, estas células raras son objetivadas mediante etiquetado y separaciéon de la sangre con medios
magnéticos. Las células capturadas son etiquetadas fluorescentemente para permitir la deteccién y la diferenciacion
de las células no etiquetadas y de las células de control. Cell Spotter® es un microscopio de fluorescencia semi-
automatizado que enumera y diferencia entre células seleccionadas inmuno-magnéticamente en base a sefiales de
fluorescencia procedentes de células de la muestra de sangre.

Una muestra de sangre sospechosa de contener las células raras objetivadas, es pre-procesada enriqueciendo las
células raras deseadas. El enriquecimiento se obtiene enlazando anticuerpos, especificos para la célula objetivo, a
particulas magnéticas. El complejo inmunomagnético se combina con la muestra de sangre en presencia de una
campo magnético, proporcionando la captura inmunomagnética de las células objetivo. Tras la obtencién de una
fraccion de sangre enriquecida que contiene la célula objetivo, se afiaden reactivos fluorescentes para la posterior
formacion de imagenes. Las células enriquecidas se colocan en un cartucho de visién que se sitta a continuacién en
un dispositivo magnético que dirige células etiquetadas magnéticamente en la muestra a una superficie planar
Opticamente clara de la camara para alineamiento inmunomagnético y analisis de imagen. La nueva camara de
muestra (documentos US 10/074.900 y US 10.303.309) utilizada en la presente invencion y el sistema Cell Spotter®
estan incorporados en las patentes y solicitudes en tramitacién siguientes: US 5.186.827, US 5.698.271, US
6.120.856, US 6.551.843, US 09/702.188, US 10/449.335. El dispositivo magnético y la camara se colocan a
continuacién en un microscopio de fluorescencia equipado con un selector de filtro controlado por ordenador y una
etapa X-Y-Z controlada digitalmente. Las imagenes son adquiridas mediante exploracion del cartucho de muestra
con 4 conjuntos de filtro fluorescentes diferentes. Las imagenes adquiridas son procesadas mediante analisis de
software automatizado para compilar datos que contengan imagenes de las células objetivo. Se ven los fotogramas
individuales y se seleccionan manualmente en cuanto a células objetivo. El andlisis se completa con una
presentacion de una galeria de imagenes que contienen todas las células objetivo seleccionadas.

Cuando se incorpora en un laboratorio clinico, el sistema puede ser usado para examinar células raras circulantes
asociadas a una enfermedad clinica. Por ejemplo, se pueden establecer facilmente ensayos clinicos longitudinales,
de prospectiva multi-centro, en los que el nimero de células tumorales circulantes (CTC) esta correlacionado con la
progresion de la enfermedad en pacientes que tengan cancer de pecho metastatico (documentos US 6.365.362; US
6.645.731; US 10/079.939).

De ese modo, los conceptos principales de la presente invencién provienen de un equipamiento diagnéstico de
laboratorio que evalla la detecciéon y la enumeracion de células en muestras biolégicas, junto con sistemas de
microscopio para observar la microestructura de una célula bajo una amplificacion deseada.

La tecnologia de microscopia que emplea fases activadas por motor paso a paso para formar imagenes de areas
mas grandes que el campo de visién del microscopio, tiene una utilidad clinica limitada. Por ejemplo, la velocidad
alcanzable de adquisicidon de imagenes en analisis de citometria de imagen y el espacio de la mesa de laboratorio
requerida para el Sistema Cell Spotter® limitan su uso clinico practico. Actualmente, la adquisicion de imagenes se
realiza moviendo una corredera o un cartucho de muestra a través del campo de visidn en un movimiento
bustrofeddnico paso a paso. Un movimiento bustrofedonico es un movimiento en el que dos lineas consecutivas a lo
largo del eje mas rapido son exploradas en sentidos opuestos. Se toma una imagen por cada paso. Cuando se
obtienen multiples imagenes fluorescentes de la misma muestra, el cubo de filtro se cambia y el movimiento
bustrofeddnico se repite tras la terminacion de cada paso. Este proceso se repite hasta que se adquiere una imagen
para todas las posiciones y todos los colores, completando una exploracién de color por color. Tanto el movimiento
del cubo de filtro como de la muestra se realizan mediante etapas de motor paso a paso con servo

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2457755713

retroalimentacion, que limita considerablemente la velocidad de adquisicién. El movimiento de un cubo de filtro hasta
el siguiente necesita aproximadamente 2 segundos con 0,5 segundos adicionales para el paso entre dos posiciones
consecutivas. De ese modo, el tiempo total de adquisicién consiste en el tiempo total de movimiento mas el tiempo
total de adquisicién de imagen, haciendo de la adquisicion el tiempo predominante gastado en movimiento en
sistemas de formacién de imagen como Cellspotter®.

Puesto que la técnica anterior emplea tecnologia de motor paso a paso para conducir etapas de microscopio que se
limitan a una frecuencia de actuacion maxima en los motores paso a paso, existe una necesidad de desarrollar
nuevos dispositivos que mejoren el tiempo de adquisicion de imagen en un area grande. Ademas, mover la muestra
(o el cartucho) puede provocar que las células se muevan con la inercia del fluido. Cualquier movimiento de una
célula podria causar que el software de adquisicion malinterprete las imagenes y cuente una célula como dos con
una identificacién impredecible.

Otro problema relacionado con la técnica anterior consiste en que durante el movimiento de etapa, la muestra esta
siendo continuamente iluminada. En consecuencia, los tintes fluorescentes utilizados en el etiqguetado estaran
sometidos a blanqueo. La ficoeritrina (PE) es un tinte utilizado normalmente en el etiquetado de células, pero es muy
sensible al blanqueo. La reduccién del tiempo invertido en el movimiento reducird la cantidad de blanqueo de la
muestra.

El equipo abarcado en la tecnologia CellSpotter® incluye una cdmara de muestra (documentos US 10/074.900, US
10/303.309 y US 5.993.665) que esta situada en un dispositivo magnético (documento US 5.985.153) que dirige
células etiquetadas magnéticamente en la muestra a una superficie planar épticamente clara de la camara. El
dispositivo magnético y la camara son colocados a continuacion en un microscopio de fluorescencia equipado con
un selector de filtro controlado por ordenador y en una etapa X-Y-Z controlada digitalmente.

La presente invencién es una mejora del sistema de diagnostico automatizado CellSpotter® para proporcionar
andlisis de muestra rapido utilizando mdltiples indicadores fluorescentes. El dispositivo de formacion de imagenes se
ha mejorado ademas condensando los componentes segln una configuracién de caja simple para su colocacion
ventajosa en la mayoria de las mesas de laboratorio clinico. Esto proporciona una configura practica en un
laboratorio automatizado que carezca de una cantidad sustancial de espacio.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un sistema automatizado de obtencion de imagenes para laboratorio clinico, para
la deteccidn de células raras conforme a la reivindicacién 1, y un método para la adquisicion de multiples imagenes a
partir de un cartucho de muestra segun la reivindicacion 5 o la reivindicacion 6. El dispositivo de la presente
invencion es una unidad compacta y auto-contenida, disefiada para acoplarse encima de una mesa de laboratorio
con minimo espacio seguln un disefio a modo de caja exterior, simple. La iluminacion y la éptica de captacion son
estructuras previstas para proporcionar a un técnico de laboratorio clinico un acceso y un uso faciles durante el
analisis de miembros grandes de muestras de pacientes.

Ademas, la tecnologia de motor paso a paso utilizada durante el cambio de cubos de filtro y el movimiento de etapa,
ha sido sustituida por motores Nanomotion® en un bucle de realimentacién cerrado. Estos movimientos son criticos
cuando una imagen debe ser desarrollada a partir de multiples detectores fluorescentes o tintes con los que se
requiera mas de un cubo de filtro. El tiempo consumido en el movimiento entre dos posiciones consecutivas, se
reduce desde 0,5 hasta 0,1 segundos. Puesto que el area que se necesita para la adquisicion de imagenes es mas
grande que el campo de vision del sistema, la adquisicion de una imagen completa requiere la adquisicion de
imagenes en diferentes posiciones. Los motores Nanomotion reducen el periodo de tiempo requerido para estas
funciones y limitan la fraccién de la adquisicién total de tiempo que se gasta en el movimiento. La mayor parte del
tiempo sera entonces consumido en la adquisicion de la propia imagen, en vez de ser tiempo gastado en mover la
muestra y/o los cubos. Ademas, con el tiempo total de adquisicion drasticamente reducido, el blanqueo de la
muestra, especialmente con PE, se reduce. La reduccion sustancial en el tiempo de adquisicion permite una
exploracion de posicién por posicion de la imagen completa. Con una exploracion de posiciéon por posicion, las
imagenes son adquiridas por todos los filtros con anterioridad al movimiento hasta la siguiente posiciéon en un
movimiento bustrofedénico. Se elimina cualquier movimiento posible de la imagen durante una exploracion de color
por color.

El dispositivo de obtencién de imagen Optica fluorescente automatizada de la presente invencion puede proporcionar
ademas una bombilla prealineada y un método para su instalacién/uso en la enumeracion de células tumorales
circulantes (CTC) etiquetadas fluorescentemente que son seleccionadas y alineadas inmuno-magnéticamente. Esta
invencion puede proporcionar la estandarizacion de la etapa de alojamiento de lampara mediante el establecimiento
de una unidad de lampara maestra/etapa. Esta lampara maestra esta asentada en el interior de un collarin de ajuste
segun se muestra en los dibujos. El collarin de ajuste tiene huecos mecanizados que se utilizan para microalinear el
filamento de la bombilla. De ese modo, el collarin se utiliza para asegurar la alineacién exacta (para orientacion X-Y-
Z) de los electrodos con respecto a cualquier unidad instrumental. Una vez alineada, la unidad de collarin-bombilla
se inserta en una estructura de bloque en V para su soporte final. Una mejora adicional respeto a cualquier cambio
posterior en el alineamiento, consiste en el uso de un alambre trenzado como cable de conexion flexible. Estas
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mejoras combinadas permiten que una bombilla prealineada pueda ser usada en cualquier unidad de formacion de
imagenes correspondiente. Esto reduce los costes de las unidades individuales de alineamiento en sus respectivas
posiciones y proporciona una instalacion eficiente.

De ese modo, este dispositivo automatizado de formacion de imagenes de células raras mejora la velocidad de
andlisis de muestra. El disefio compacto del sistema en un laboratorio de diagnéstico clinico permite la enumeracién
y la identificacion de células objetivo para objetivar el estado clinico de enfermedades tales como el cancer
metastatico. La estructura de bombilla prealineada proporciona un mantenimiento rapido, conveniente. En conjunto,
estos conceptos ayudan a la deteccion y cuantificacién de células objetivo en un espécimen de muestra tal como,
aunque sin limitacion, cribado y deteccion de cancer en fase temprana, monitorizacion de remisién de enfermedad
en respuesta a terapia y seleccién de regimenes de dosificacion mas efectivos o terapias alternativas en caso de
recaida.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: el disefio global del perfil de mesa de trabajo. (A) Vista exterior de la unidad en forma de caja. (B) Vista
interna de componentes del sistema.

Figura 2 : Etapa modificada para comunicacion entre MagNest™ y el Sistema de Obtencion de Imagenes.

Figura 3: Diagrama que muestra la relacion de motor lineal y codificador lineal para proporcionar precision
posicional.

Figura 4 : Representacion esquematica de la direccion axial de movimiento para el cubo de filtro (W), objetivo (Z2), y
cartucho (X e Y).

Figura 5 : Diagrama que muestra la trayectoria de iluminacion en los componentes del instrumento.
Figura 6 : Diagrama de iluminacién que muestra la trayectoria de la luz.

Figura 7 : Diagrama de la estructura prealineada que muestra la lampara (1) con el collarin de soporte (2). Tornillos
de ajuste (3), (4) y (5) estan en la porcion superior del collarin mientras que el tornillo de ajuste (6) esta situado en la
superficie lateral y el tornillo de ajuste (7) esta en la parte inferior.

Figura 8 : Representacion esquematica de un accesorio de alineamiento F60040 con lampara con electrodo en su
posicion.

Figura 9 : Diagrama del aparato de soporte completo para la lampara. El panel A muestra el aparato de soporte con
la lampara. El panel B muestra el aparato con el sistema de encendido de lampara de etapa. El panel C muestra el
aparato con el alojamiento exterior.

Figura 10 : Comparacién del Cubo APC de CellSpotter con el Cubo APC de la presente invencion.

Figura 11 : Diagrama de trayectoria de obtencion de imagenes con direccién de luz en relacién con la camara, la
lente, los espejos, los cubos y el objetivo (Panel A). Trayectoria de obtencion de imagenes mostrada con el aparato
en su posicion (Panel B).

Descripcion detallada de la invencion

El aparato de la presente invencion mejora la tecnologia CellSpotter® actual para proporcionar una aplicacién mas
robusta con menos intervencion del usuario en un dispositivo que es mas propicio para un entorno de laboratorio
clinico.

En primer lugar, el disefio general es un disefio de tipo no microscopio para proporcionar un perfil de mesa de
trabajo compacta para una gestion eficiente del espacio en el laboratorio (véase la Figura 1). El sistema esta
encapsulado en una unidad encajonada simple, racionalizada, para evitar el desorden de cables de conexién y para
desaconsejar el acceso por parte del personal de laboratorio (Figura 1A). Los componentes internos estan
disefiados para proporcionar iluminacion eficaz y la 6ptica de captacion en un espacio confinado (Figura 1B).

En segundo lugar, las mejoras en los componentes individuales proporcionan mas versatilidad. La unidad puede
explorar una muestra individual para mdltiples analisis. Ademas, la unidad es expansible para incluir multiples
reactivos especificos de analito (ASR) y los algoritmos de software asociados. MagNest™, el dispositivo magnético,
comunica con la etapa a través de una interfaz de botén de datos (véase la Figura 2). La etapa esta mejorada tanto
en exactitud (véase la Figura 3) como en precision. El movimiento de la plataforma funciona a través de un
controlador de movimiento (Galil), un motor piezoeléctrico (Nanomotion), y codificadores de posicion (Renishaw).
Esto proporciona una resolucién de 0,2 micrones en el plano X, Y, Z, y con los filtros (W), segin se muestra en la
Figura 4. Los componentes Opticos incluyen un Conjunto de Lampara Oriel con una lente Nikon integrada que es
ajustable por el operador. El sistema de lente tiene muy pocos componentes para reducir la cantidad de pérdida de
luz en reflexiones superficiales y la propuesta de iluminacion es mas eficiente que la iluminacion Kohler
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habitualmente utilizada. El objetivo 10X y la lampara de arco de mercurio de 100 W como fuente de luz, son
similares al disefio de la técnica anterior.

Un aspecto critico para el disefio compacto es la trayectoria de iluminacién Unica, junto con la colocacion de etapa
permitida a la estructura de microscopio anterior para adaptarse a la nueva configuracion (Figura 5). La trayectoria
de iluminacion resultante permite un facil acceso a la lente, los filtros y la fuente de luz asociados (Figura 6). El
sistema de iluminacion tiene un rango de excitacion de fluorescencia capacitado para longitudes de onda de 350 a
1000 nandmetros. La intensidad y la uniformidad son aproximadamente equivalentes a CellSpotter®, incluso aunque
el alojamiento de lampara no tenga un reflector trasero.

La lampara de mercurio es equivalente a CellSpotter® con un numero de botones de ajuste reducido a 3 (no a 6
como antes). Esto facilita la sustitucion de la lampara por el usuario.

La presente aplicacion incorpora también el uso opcional de un sistema de lampara pre-alineada. La Figura 7
representa el collarin (2) en relacion con la lampara (1) con tornillos de ajuste (3), (4), (5), (6) y (7) localizados
optimamente en la superficie del collarin. Segin se muestra en la Figura 8, se utiliza el accesorio de alineamiento
F60040 sobre un comparador optico (es decir, una lente de 50X) de puesta a cero en la dimensién 0.000 y ajuste de
posicion de electrodo superior en 2,510 + 0,001 usando el tornillo (7) de ajuste. Se utilizan tornillos de ajuste, 3-4-5
para alinear el electrodo (1) con la linea horizontal central en el comparador 6ptico con tolerancia horizontal que no
sea mas amplia que el espesor del electrodo inferior. Estas etapas continGan hasta que el electrodo superior se
alinea con la linea horizontal central en el comparador 6ptico. La lampara es una bombilla de mercurio de 100 W. La
Figura 9 muestra el aparato de soporte completo para la lampara. El panel A esta con la lampara y como soporte
sélo. El panel B esta con el sistema de encendido de la lampara de etapa asociada y el panel C esta con el
alojamiento exterior en su lugar.

Los cubos de filtro son similares a CellSpotter®, pero el nimero de cubos de filtro se ha ampliado de cuatro (4) a
seis (6). El cubo DIO/PE no se ha cambiado. El cubo APC se ha modificado ahora para reducir el nimero de dobles
positivos mientras conserva la sensibilidad. EI cubo DAPI se ha mejorado para reducir la autofluorescencia y la
pérdida del cubo. El cubo APC se ha mejorado también para reducir el sangrado (50%) apareciendo CTC menos
brillante en el canal de APC, mientras conserva la sensibilidad de APC. La eficacia de deteccién de APC es idéntica
a la de CellSpotter®. Etiquetas ASR adicionales que pueden estar soportadas en la presente invencion incluyen
ARQdot con 1 ASR (Ex = 350 nm y Em = 800 nm), lantanidos con 2 ASRs (ex = 350 nm, Em = 615 nm (Eu) y 550
nm (Tb), y UPT con 2 ASRs (Ex = 980 nm, Em aproximadamente 490 y 560 nm). Otras mejoras incluyen un latex
con codigo de barras y compensacion espectral. Estos factores mejoran el cubo APC con sangrado de PE reducido
(50%) con CTC menos brillante en el canal APC (Figura 10). Ademas, la eficacia de APC es idéntica sin ninguna
pérdida en el porcentaje de células de glébulos blancos detectadas.

Existe una mejora adicional en el presente dispositivo respecto al disefio de la iluminacion de fondo. La iluminacion
de fondo se utiliza para hallar los bordes del cartucho, el alineamiento inicial del instrumento y la formacién de
imagenes de campo brillante opcional. Se utiliza un LED como fuente de luz. La uniformidad es buena (CV de 2,5%).

El sistema de deteccion se ha mejorado respecto a CellSpotter® con mejor resolucion, sensibilidad, ruido oscuro,
rango dinamico y planeidad de campo. Se pueden detectar longitudes de onda de 400 a 800 nm, con la opcién de
ampliar a 400-1100 nm con un coste de una pequefia fraccién de la MTF (funcién de transferencia de modulacion).

La trayectoria de obtencién de imagenes ha sido mostrada en la Figura 11. El Panel A representa la trayectoria
luminosa mientras que el Panel B muestra el aparato.

La anchura de chip es un 3% mas pequefia, lo que da como resultado un nimero elevado de exploraciones con 175
fotogramas (es decir, 1 fila extra) por filtro. La anchura de la camara de muestra se reduce en un 5%, lo que
restablece la exploracion en 4 filas (140 fotogramas) con una certidumbre de 3 sigma, y reduce el volumen de la
camara en 15 microlitros.

El presente dispositivo tiene un chip CCD enfriado por TE de 2 etapas. El enfriamiento reduce la corriente de
oscuridad. El presente dispositivo considera también un enfriamiento por TE de una etapa, lo que es suficiente para
cumplir la especificacion de corriente de oscuridad (con una temperatura de sistema interno menor de 40 °C),
ofreciendo una opcién de detector mas barata.

La presente invencion considera también el uso de una lente de objetivo 40X sola o en combinacién con la lente
actual de objetivo 10X usada en la adquisicion de imagenes.

El tiempo total para adquisicion de la imagen comprende 5 componentes. Estas incluyen el tiempo invertido en el
sistema/movimiento hasta la posicion de expulsion, para mover la muestra en la direccién x-y, para mover el cubo de
filtro, para adquirir una imagen (tiempo de integracion) y para transferir la imagen.

El tiempo total de adquisicion es para una alternativa de color por color, en la que en primer lugar se crea una
imagen del cartucho completo con el primer cubo, y a continuacion mediante el siguiente cubo. Esto se compara con
la alternativa de posicion por posicién, en la que se obtienen para cada posicion las imagenes adquiridas para todos
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los colores con anterioridad a desplazarse a la siguiente posicién. Una representacién esquematica de los tiempos
de adquisicién ha sido mostrada en la tabla que sigue (Tabla 1). DAPI, PE, FITC y APC, que utilizan CellSpotter®,
han sido mostrados a titulo de ejemplo ilustrativo, y no estan limitados a la realizacién de la presente invencion.

Tabla 1

Todas las posiciones de un color antes de moverse al siguiente color
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El tiempo empleado en la adquisicion de imagenes individuales es el mismo en ambos métodos, pero es diferente
para diferentes tintes: 0,11 s para DAPI, 0,22 s para PE, 0,11 s para FITC, y 0,66 s para APC. La comparacion del
método de color por color con el método de posicion por posicidon muestra que la diferencia principal consiste en que
el tiempo total empleado esta afectado por el tiempo necesario para mover la muestra en la direccion x-y.

El tiempo total de color por color esta regulado por la siguiente ecuacién:
Teolor por color = Tinic + 140 x Tadquisicién + 560 X (Tmovimiento Xy 1 Ttransferencia) + 4 X Tmover filtro + Tfinal (1)
Para la posicion por posicion, el modelo viene dado por lo siguiente:

Tposici()n por posicién = Tinic + 140 x Tadquisici()n + 140 x (Tmovimiento Xy I Ttransferencia 1 Tmover filtro 4-1) +
420 x (Tmover filtro 1-2/2-3/3-3/3-4 1 Ttransferencia) + Tfinal (2)

donde (A // B) significa A si (A>B)y B (si A<B).

Suponiendo los valores que siguen para el sistema CellSpotter®: Tinc + Trina = 60 segundos; Tadquisicien = 1,1
SegundOS; Ttransferencia = 0,11 SegundOS, Tmovimiento xy — 0,5 SegundOS, Tmover fitro = 2 SegundOS, Tmover fitro 41 = 6
segundos, el tiempo total de adquisicion resultante es de 500 segundos (8 minutos, 20 segundos) para la alternativa
de color por color y de 1900 segundos (31 minutos, 40 segundos) para la alternativa de posicion por posicion.

En la presente invencion, estos tiempos son los siguientes: Tadquisicion = 0,6 segundos, Tyansferencia = 0,11 segundos,
Tmoverxy = 0,1 segundos, Tmover fitro = 0,2 segundos, Tmover firo 41 = 0,5 segundos.

El QE més alto del chip ICX285 reduce el tiempo Tadquisicion, Mientras que la reduccion de tiempo para Tmover xy Y
Tmover filtro S€ debe a las etapas de nanomovimiento y al cambiador de filtro, respectivamente. Los tiempos reducidos
dan como resultado tiempos totales de 200 segundos (3 minutos, 20 segundos) y 300 segundos (5 minutos) para las
alternativas de color por color y de posicién por posicion, respectivamente. Los tiempos totales de adquisicion para
ambas alternativas se reducen sustancialmente. De ese modo, aunque el color por color es ain mas rapido, la
diferencia es suficientemente pequefia para hacer que la posiciéon por posicion sea mas practica. De hecho, el
tiempo de adquisicién reducido permite la formacion de imagenes con PE sin interferencia significativa del blanqueo.

Una ventaja adicional de la alternativa de posicidn por posicién es que las células permanecen alineadas.
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Finalmente, el presente dispositivo ha sido disefiado para proporcionar unidades facilmente reemplazables en el
campo, que permitan servo amplificadores (4), camara CCD, conjunto de obtenciéon de imagenes y de Optica de
iluminacion, objetivo, cubos de filtro, lampara y alojamiento, ordenador y periféricos, conjunto de obturadof/filtro ND,
filtros de aire, placa de circuito principal y cables, rapidos y de bajo coste.

Las provisiones de seguridad incluyen un obturador de sistema de cierre por enclavamiento de recinto. El
enclavamiento de alojamiento de lampara inhabilita la alimentacion de la lampara. Los vidrios de seguridad del filtro
de UV se suministran con el instrumento. Este instrumento puede operar en Estados Unidos, Europa y Japoén sin
tener que cambiar ninguno de los componentes.

Debe entenderse y apreciarse que estas mejoras son solamente ilustrativas de las muchas aplicaciones potenciales
del aparato y el método que pueden ser previstas por un experto en la materia, y por lo tanto no se pretende que
sean limitativas en modo alguno del alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1.- Un sistema automatizado de obtencién de imagenes para laboratorio clinico para detectar células raras a partir
de una muestra bioldgica, que comprende:

a. un sistema de iluminacién que comprende una camara CCD, un conjunto de 6ptica de iluminacion,
objetivo, cubos de filtro, lampara con alojamiento, y un conjunto de obturador/filtro ND;

b. un conjunto de etapa X-Y-Z movido por medio de un controlador de movimiento, un motor piezoeléctrico
y codificadores de posicion capacitados para proporcionar una resolucion de 0,2 micrones y que tienen una
plataforma para posicionar un dispositivo magnético y un cartucho de muestra para la obtencién de
imagenes;

c. un sistema de deteccion fluorescente que tiene una pluralidad de cubos de filtro movidos por medio de un
controlador de movimiento, un motor piezoeléctrico y codificadores de posicién capacitados para
proporcionar una resolucién de 0,2 micrones, y

d. un ordenador con periféricos relacionados en el que a, b, c y d del sistema forman una estructura
compacta y autocontenida.

2.- El sistema de iluminacion de la reivindicacion 1, en el que dicha lampara esta prealineada.

3.- El sistema de iluminacién de la reivindicacion 1, con capacidad para producir longitudes de onda de excitacion de
fluorescencia de entre 350 y 1000 nandmetros.

4.- El sistema de iluminacién de la reivindicacion 1, en el que dicho sistema de deteccion contiene una estructura de
iluminacion de fondo para alineamiento de dicho cartucho de muestra.

5.- Un método para adquirir multiples imagenes a partir de un cartucho de muestra mediante una alternativa de color
por color, que comprende:

a. disponer el sistema en posicion de imagen;

b. mover el cartucho de muestra en la direccion x-y correspondiente a dicha posicidon, con un controlador de
movimiento, un motor piezoeléctrico y codificadores de posicion capaces de proporcionar una resolucion de
0,2 micrones;

c. posicionar un cubo de filtro con un controlador de movimiento, un motor piezoeléctrico y codificadores de
posicion capaces de proporcionar una resolucion de 0,2 micrones;

d. adquirir dicha imagen;
e. transferir dicha imagen, y
f. repetir los elementos c a e para una posicién x-y en la que dicha repeticion se realiza para cubo de filtro.

6.- Un método para adquirir multiples imagenes a partir de un cartucho de muestra mediante una alternativa de
posicion por posicién, que comprende:

a. posicionar un primer cubo de filtro con un controlador de movimiento, un motor piezoeléctrico y
codificadores de posicidon capaces de proporcionar una resolucion de 0,2 micrones;

b. disponer el sistema en una posicion de imagen;

c. mover el cartucho de muestra en la direccion x-y correspondiente a dicha posicion, con un controlador de
movimiento, un motor piezoeléctrico y codificadores de posicion capacitados para proporcionar una
resolucién de 0,2 micrones;

d. adquirir dicha imagen;
e. transferir dicha imagen;
f. repetir los elementos b a e para cada posicion x-y, y

g. posicionar otro cubo de filtro para completar los elementos b a f, en el que dichos elementos se repiten
para cada cubo.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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