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DESCRIPCION

Sistema de alto rendimiento para ensayo de CFU mediante el uso de imagen digital de alta resolucion, tincion
diferencial y sistema de laboratorio automatizado

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a sistemas de alto rendimiento para la determinaciéon objetiva, estandarizada de
unidades formadoras de colonias en poblaciones de células hematopoyéticas usando un sistema de deteccion
celular y analisis de imagen de alta resolucion.

Antecedentes de la invencion

La sangre de cordén umbilical (CB) es una fuente de injerto cada vez mas aceptada para pacientes que carecen de
donantes relacionados. Las caracteristicas del injerto usadas actualmente como determinantes de calidad y
potencial de injerto de las unidades de CB incluyen la enumeracién de células nucleadas totales (TNC), células
CD34+ vy wunidades formadoras de colonias (CFU). EI ndmero de CFU antes y después de
congelacién/descongelacion de especimenes es un gran predictor independiente del injerto celular de CB.
Actualmente, el dia 14 del ensayo de CFU es el unico método que determina el estado funcional asi como la
capacidad de repoblacion y el nimero de células progenitoras hematopoyéticas. La evaluacion del crecimiento de
CFU como se lleva a cabo por microscopia Optica y es larga, subjetiva y dificil de estandarizar. Ademas, los métodos
actuales no permiten el recuento o la visualizacion de una muestra después de que se ha completado el ensayo, ya
que las placas de muestra se desechan al final del dia 14 de ensayo.

Por lo tanto, seria deseable un sistema de alto rendimiento para evaluar el nimero de CFU, crecimiento e
identificacion de diferentes tipos de colonias que sea objetivo y estandarizado. Ademas, seria muy deseable un
sistema que proporcione la identificacion positiva de una muestra y el almacenamiento de una imagen de la muestra
y los resultados de ensayo para futura referencia.

Costa GF et al Experimental Hematology 2007, 35, 1-12 describe una metodologia para contar colonias de unidades
formadoras de colonias de granulocitos macrofagos (CFU-GM) in vitro por fusion de datos.

EP 1 865 315 describe un aparato que incluye una unidad de adquisicion de imagen para capturar una multitud de
imagenes celulares bajo diferentes condiciones de adquisicion de imagen junto con una unidad de analisis para
extraer una posicion celular y al menos una caracteristica de acuerdo con la multitud de imagenes celulares y para
llevar acabo analisis estadistico con las caracteristicas extraidas que sirven como parametros.

Bernard R et al Phys Med Biol 2001, 46, 3061-3072 describe un método de segmentacion de imagenes basado en
modelos, que emplea conocimientos anteriores a cerca de la forma de una colonia celular con el objetivo de detectar
automaticamente colonias celulares aisladas, en contacto y solapantes de varios tamafios e intensidades.

Compendio de la invencion

Segun la presente invencion, se proporciona un método para la determinacion del nimero de células precursoras
hematopoyéticas en una muestra que comprende:

cultivar células hematopoyéticas obtenidas a partir de una muestra de un tejido o fluido que contiene células
hematopoyéticas en una capa de medio de cultivo semi-sélido que apoya el crecimiento de colonias celulares
precursoras hematopoyeéticas;

tefir las colonias en una unica etapa con MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) sin
lavar;

tomar imagenes de las colonias en ausencia de un microscopio; y

contar células precursoras de colonias eritroides (unidad formadora de colonia eritroide), multilinea (unidad
formadora de colonia multilinea), y granulocito-macréfago (unidad formadora de colonia granulocito-macréfago), y
combinaciones de las mismas, en la muestra,

en donde dicho ensayo se lleva a cabo con un sistema de deteccién de imagen y cuantificacion que
comprende:

una camara de alta resolucion;
unos alineamientos de luz apropiados;
una lampara de destellos de amplio espectro; y

una identificacién de muestra positiva.
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La presente descripcion proporciona un sistema de alto rendimiento para la determinacion objetiva, estandarizada de
unidades formadoras de colonias en poblaciones de células hematopoyéticas usando un sistema de deteccion
celular y un analisis de imagen de alta resolucion.

En una realizacion de la descripcién, se proporciona un ensayo estandarizado de unidades formadoras de colonias.
El ensayo comprende las etapas de obtencion de una muestra de un tejido o fluido que contiene células
hematopoyéticas; tincion de las colonias; toma de imagenes de las colonias; recuento de las colonias para cada tipo
de célula precursora; y en ciertas realizaciones, determinacion del estado funcional y el potencial de injerto de las
colonias segun el numero de células precursoras y el tamafo de las colonias en la muestra.

En aun otra realizacién, se proporciona una identificaciéon de muestra positiva, que comprende una muestra y una
identificacion. La muestra es una unidad de sangre de corddn vy la identificacion identifica una unidad especifica de
sangre de corddn e informacion relacionada con la misma.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una imagen de un pocillo de 35 mm de diametro que comprende CFU (unidades formadoras de
colonias) sin tefiir (A) y tefiidas (B) después de 14 dias de cultivo celular. Se identifican las CFU por los siguientes
simbolos: ©Cindica la presencia de CFU-GM (unidades formadoras de colonias de granulocitos-macréfagos); ¢ indica
la presencia de CFU-E (unidades formadoras de colonias eritroides); y O indica la presencia de CFU-GM/E
(unidades formadoras de colonias multilinea). La identificacion positiva se proporciona en los pocillos, e incluye
informacion de fecha/hora de prueba, ID de la muestra de CBU, ID de la placa, identificacion del operador, y
campana extractora.

Descripcion detallada de la invencién

La presente descripcion proporciona un sistema de alto rendimiento para la determinacion objetiva, estandarizada de
unidades formadoras de colonias (CFU) en poblaciones de células hematopoyéticas usando tinciéon de colonias y
toma de imagen digital de alta resolucién. Un sistema informatico de gestion de la informacion de laboratorio apoya
el ensayo de CFU de alto rendimiento.

En una realizacién de la descripcion, se proporciona un ensayo estandarizado de unidades formadoras de colonias.
El ensayo comprende las etapas de obtener una muestra de un tejido o fluido que contiene células hematopoyéticas;
cultivar las células en un medio que apoya el crecimiento de las colonias celulares precursoras hematopoyéticas;
tefir las colonias; tomar imagenes de las colonias; recuento de las colonias para cada tipo de células precursoras; y
en ciertas realizaciones, determinar el estado funcional y el potencial de injerto de las colonias segin el numero de
células precursoras y el tamafio de las colonias en la muestra.

Las células hematopoyéticas se pueden obtener a partir de una fuente apropiada, como sangre (periférica, sangre
de cordon umbilical), médula 6sea, placenta, etc. En una realizacion, la muestra es sangre de cordén umbilical. Las
células obtenidas se pueden cultivar en medio estandar que mantiene las colonias de células precursoras
hematopoyéticas durante un periodo de tiempo, como aproximadamente 1-21 dias, aproximadamente 5-14 dias, o
aproximadamente 10-14 dias. En una realizacion, las células se cultivan durante 14 dias. Ejemplos de medios
adecuados incluyen, pero no se limitan a AMBION® (Invitrogen), STEMLINE® (Sigma), y STEMSPAN®,
ALDEFLUOR®, METHOCULT®, y ALDECOUNT® (Stem Cell Technologies). En una realizacién, es posible
estimular selectivamente la proliferacion de lineas celulares discretas usando los factores de crecimiento apropiados.
Ejemplos de factores de crecimiento apropiados para la seleccion de lineas celulares particulares incluyen, pero no
se limitan a, eritropoyetina para células rojas sanguineas, trombopoyetina para megacariocitos, factor estimulante de
granulocitos (G-CSF) para granulocitos, y factor estimulante de granulocitos macréfagos (GM-CSF) para la
estimulacion de granulocitos y macrofagos. Ademas, se pueden usar también, IL-3, IL-6, factor de células madre.
Estos factores de crecimiento se pueden usar solos en varias combinaciones (esto es, cocteles). La estimacion del
numero de células después de la incubaciéon de un nimero determinado de células de un tipo dado en muestras
celulares separadas y no separadas proporciona un método alternativo de estimacion de la capacidad proliferativa
de la linea celular correspondiente en la muestra. Asi, la adquisicion de imagenes de colonias de todas las placas de
cultivo se puede ampliar para permitir estimacion numérica de numeros de células y por lo tanto, de la propagacion
celular real por comparacién con el niumero de células sembradas. En ciertas realizaciones, se puede aislar una
subpoblacién de células CD34+ o células enriquecidas de densidad ligera o un producto de aféresis antes de la
etapa de cultivo.

Se toman imagenes de las colonias. Usando el sistema descrito, se pueden visualizar, diferenciar y contar
objetivamente las CFU y se pueden almacenar las imagenes digitales para revision futura y/o reclasificacion. El
sistema proporciona informacion informatizada sobre parametros de ensayo 6pticos. Una combinacion de toma de
imagenes de alta resolucion, tincidn en una etapa opcional, y el ensayo de CFU tradicional supera los retos técnicos
del ensayo convencional. El sistema apoya la estandarizacion, clasificacion, y reproducibilidad y alto rendimiento del
recuento. La deteccion de imagen y sistema de cuantificacion comprende una camara de alta resolucion,
alineamientos de luces adecuados, una lampara de destellos de amplio espectro, e identificacion de muestra
positiva.
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En una realizacion, un sistema de deteccion apoya el ensayo de unidades formadoras de colonias. En una
realizacion del sistema de deteccion, se proporciona un sistema de adquisicion de imagen que comprende una
superficie de imagen de alta velocidad a todo color (por ejemplo, 1/125 s) de tamafio comparable a la muestra
(diametro de placa de 35 mm). El sistema de imagen tiene un detector ccd (por ejemplo, aproximadamente 39
Megapixel o mayor) y da como resultado una resolucion de imagen del orden de aproximadamente 7 micras por
pixel. Luego éste se acopla con lentes de macro enfoque 1:1 libres de alta distorsiéon y una etapa disefiada a medida
que minimiza dispersion luminosa, proporciona posicionamiento reproducible entre muestras y permite la
incorporacion de identificacion humana y legible por maquina (esto es, codigo de barras) impresa directamente en
cada imagen. La excitacion consiste en una lampara de destellos uniforme e intensos de amplio espectro
(aproximadamente 1/500 s). Luego se adquiere una unica imagen libre de vibracion mediante un ordenador de alto
rendimiento para el analisis de imagen detallado posterior, almacenamiento y estudios retrospectivos. En una
realizacion, el sistema de imagen es una Camara SLR fabricada por Hasselblad y la fuente de luz fabricada por
Broncolor. Sin embargo, se puede usar cualquier camara adecuada y fuente de luz. El sistema de deteccion de
imagen permite la adquisicion de una imagen de la placa de cultivo de ensayo de CFU en donde se pueden ver
claramente con un fondo claro las CFU crecidas en el cultivo. Una ventaja adicional de este sistema es que permite
ser visualizada una Unica muestra en mlltiples dias en exactamente la misma posicién fisica debido a los
alineamientos proporcionados en el sistema descrito. El alineamiento de forma reproducible de la muestra para la
toma de imagen permite que se visualice una placa de pocillos entera o incluso una unica colonia repetidamente
durante un periodo de tiempo. Se puede rastrear el crecimiento de la colonia o colonias a lo largo del tiempo por
comparacion de las imagenes tomadas en dias diferentes. Por ejemplo, se puede comparar una imagen de una
muestra en el dia 1, dia 5 y dia 14. De esta forma, se puede monitorizar el crecimiento de una colonia de interés o
multiples colonias de interés.

El cultivo se tifie. El cultivo se tifie en una Unica etapa. Las células se tifien en una Unica etapa con MTT (bromuro de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) sin ninguna etapa de lavado, lo que permite una definicién ain mejor de
las unidades formadoras de colonias multilinea (CFU-GM/E), unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E), y
unidades formadoras de colonias de granulocito-macréfagos (CFU-GM) otorgando un color especifico para cada tipo
(violeta oscuro, rojo, y violeta claro, respectivamente) frente a un fondo uniformemente claro. Los colores especificos
se generan después de un tiempo de incubacion y dilucion de MTT especificos. Por ejemplo, en una realizacion, el
tiempo de incubaciéon puede ser aproximadamente 10-45 min. En otra realizacion, el tiempo de incubacién es
aproximadamente 15-40 min. En aun otra realizacion, el tiempo de incubacién es aproximadamente 30-40 min. La
dilucion del colorante puede variar segun la tincion deseada. Cuando se usa MTT, se puede usar una dilucién de
MTT de 1/2 a aproximadamente 1/10. En una realizacién, se usa una dilucién de MTT de 1/5. En una realizacion, se
puede obtener la tincién con 30 min de incubacién a 37°C seguido de 10 min a temperatura ambiente, con una
dilucién de MTT de 1/5.

Se pueden tomar las imagenes antes y/o después de la tincion de las placas de cultivo. En una realizacion se toma
imagen del cultivo antes y después de la tincion. En esta realizacion, se pueden clasificar y enumerar facilmente los
cultivos por comparacion de células y colonias no tefiidas y tefiidas si se desea (Véase la Figura 1).

En una realizaciéon, se usa un sistema de informacion informatizada de laboratorio (LIMS) para monitorizar y
documentar cada etapa del sistema de ensayo de CFU. En una realizacion, LIMS proporciona el almacenamiento de
las imagenes de las placas de cultivo que estan ligadas por ID de cédigo de barras unico que etiqueta una unidad
CB especifica. Esto proporciona identificacion positiva de la muestra ligada a una unidad CB especifica y almacena
informacion adicional como localizacion de la incubadora, fechas de plaqueo y recuento, ID del técnico, asi como
informacion detallada de la colonia (Véase la Figura 1).

Una ventaja adicional del LIMS es la portabilidad de la informacion almacenada en relacion a la unidad CB. Es decir,
se pueden enviar facilmente imagenes y datos asociados con una muestra dada antes de, o con, el envio de una
unidad CB que se pide para un receptor de trasplante. De este modo, el médico del receptor puede ver imagenes de
la muestra y ensayar, y evaluar la calidad y potencial de injerto de la muestra de CB alli mismo. La informacion
almacenada se puede enviar por correo, por fax, y/o electronicamente. Se logra una mayor portabilidad cuando se
envia electrénicamente la informacion almacenada.

En una realizacién, el numero y el estado funcional de las colonias se puede comparar con y usar para estimar el
potencial de injerto de las células en la muestra (se puede determinar). Esto se logra usando métodos estadisticos
estandar, estandar en el analisis de resultados clinicos, como el estimador de probabilidad Kaplan Meyer (Kaplan,
E.L. & Meier, P. (1958). “Nonparametric estimation from incomplete observations”, JOURNAL OF THE AMERICAN
STATISTICAL ASSOCIATION 53: 457-481) o el analisis de incidencia acumulativa (Gray RJ (1988) A class of K-
sample tests for comparing the cumulative incidence of competing risk, ANNALS OF STATISTICS, 16:1141-1154).

Hasta la fecha, el ensayo de CFU del dia 14 es el Unico ensayo que determina el estado funcional asi como el
numero y capacidad de repoblacion de células progenitoras hematopoyéticas y se lleva a cabo rutinariamente en los
laboratorios. La evaluacion del crecimiento de CFU se lleva a cabo manualmente mediante microscopia éptica de
contraste de fase y las colonias de CFU se tienen que clasificar como CFU-GM/E, CFU-E o CFU-GM basandose en
la morfologia, color y tamafio y después, contadas manualmente. De este modo, el ensayo de CFU actual es largo,
subjetivo, dificil de estandarizar y no practico cuando se tienen que ensayar diariamente un gran ndmero de
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muestras. Ademas, las placas de cultivo muestra no se pueden almacenar y por eso, se deben analizar todas las
muestras al final del cultivo (dia 14) y no hay posibilidad de revision, discusion, recuento y/o reclasificacion de
colonias si se necesita antes de que se desechen las placas.

Por el contrario, el sistema de cuantificacion y deteccion de imagen, ensayo, y métodos descritos afiaden la ventaja
del procesamiento de un gran nimero de muestras/dia. Se pueden almacenar las imagenes para una revision y/o re-
clasificacién futura de colonias. Ya que el color especifico que cada una de las colonias adquiere después de teiiir,
la clasificacion es objetiva y se puede lograr rapidamente la enumeracion de una placa entera. Mas importante, el
nuevo sistema de deteccion apoya la identificacion de muestra positiva, estandarizacién y da alta reproducibilidad al
ensayo que se puede implementar faciimente en laboratorios donde se necesitan ensayar grandes numeros de
muestras diariamente.

Ademas, el ensayo de CFU tradicional necesita el uso de un microscopio 6ptico de fase invertida para clasificar y
enumerar las CFU crecidas en una placa, que es subjetivo, y largo, y no practico para la enumeraciéon de un nimero
grande de placas de cultivo. Utilizando el sistema descrito en la presente memoria, no hay necesidad de un
microscopio. La clara definicion de los diferentes tipos de colonias permite una clasificacion y enumeracion de
colonias rapida y por lo tanto, ayuda a aumentar la productividad. Se pueden captar las imagenes de las colonias
usando una variedad de técnicas espectroscopicas, como pero no se limitan a, absorcion y fluorescencia. De este
modo, se puede estandarizar el recuento y clasificacion de colonias entre diferentes laboratorios ya que da como
resultado mayor reproducibilidad que los métodos convencionales de clasificacion/enumeracion. Se pueden
almacenar electrénicamente las imagenes para futura revision y recuento por los médicos. La enumeracion de
colonias se puede automatizar usando imagenes coloreadas. Ademas, las imagenes se pueden recuperar facilmente
a través del ID de cddigo de barras que las liga a una muestra especifica.

Un procedimiento informatizado permite la revision del proceso del ensayo completo de CFU (fecha y hora de carga
de la muestra, fecha y hora de plaqueo de muestra, fecha y hora de toma de imagen de la muestra). Se pueden
identificar los tecndlogos que llevaron a cabo cada etapa mediante etiquetas con ID de coédigo de barras en la
imagen asegura la identificacion de muestra positiva y se liga a una muestra especifica. Ademas, el ensayo, método
y sistema descritos permiten el procesamiento de un gran nimero de muestras/dia, haciendo a éste un sistema de
alto rendimiento. En una realizacién, se pueden tefiir y tomar imagenes de aproximadamente 100 placas en
aproximadamente 2 horas. En ofra realizacion, se pueden tefir y tomar imagenes de aproximadamente 80 placas en
menos de aproximadamente 2 horas. En aun otra realizacion, se pueden tefiir y tomar imagen de aproximadamente
60 placas en aproximadamente 70 minutos.

En otra realizacion, se proporciona en esta memoria un programa de recuento informatizado basado en métodos de
analisis de imagen actuales para la identificacion de objetos en el campo de vision. En una realizacion, se derivan y
mejoran los limites de la colonia y se logra la diferenciacion. Esto permite un recuento de colonia mas preciso y area
total de cada tipo de colonia presente, que se puede correlacionar con otros parametros, como marcadores de
antigeno p. ej., CD34, CD38, CD79, numero de células, caracteristicas demograficas del donante, y resultado del
trasplante, toxicidad del medicamento, evaluacion de nuevos factores de crecimiento, etc. Ademas, el ensayo,
método y sistema de deteccion e imagen proporcionados en esta memoria puede resolver los problemas actuales de
recuento experimental debido a colonias que emergen o aquellas que han estallado en multiples colonias.

En una realizacion, se puede expandir el analisis localizando los limites en 2 dimensiones de una colonia en el
campo de vision, lo que permite la resolucion de distintas colonias creciendo en estrecha proximidad y el calculo del
area ocupada por cada colonia. La definicion del borde de la colonia también lleva, ademas, a un calculo del nimero
total de colonias en una placa. Cuando se acopla con tincion discriminatoria y/o marcadores celulares que definen
los tipos celulares en las colonias, esta aproximacién puede proporcionar una estimaciéon numérica directa 2- o 3-
dimensional (area o volumen) de la capacidad de proliferacion de células hematopoyéticas de sangre de corddn y/u
otras muestras, que es de una mayor precision que depender Unicamente del numero de colonias. Mas
especificamente, en ciertas realizaciones, obteniendo estimaciones de la tercera dimension (profundidad promedio)
usando mediciones de profundidad de campo de alta resolucién o asumiendo aproximadamente que la profundidad
promedio es una funcioén del area visible y el grosor de la capa de medio de crecimiento semi-soélido, se permite la
estimacion de volumen. El volumen de una colonia da un ndmero de células aproximado y por adicion permite la
estimacion del niumero total de células en todas las colonias en una placa o concretamente en todas las colonias de
un tipo celular definido.

Ademas, dependiendo de los componentes mecanicos usados en la etapa y vias opticas, la deteccion, y resolucion
espectroscopica puede detectar colonias creciendo a niveles dimensionales diferentes. En ciertas realizaciones, el
alineamiento informatico de imagenes no tefiidas y tefiidas de un cultivo individual se puede usar para una
comparacion dependiente del tiempo entre colonias durante el procedimiento de ensayo de dia 14.

Las imagenes fotograficas obtenidas usando el ensayo descrito y el sistema de deteccion y cuantificacion de imagen
permiten el almacenamiento informatizado de resultados del ensayo como parte de una base de datos y son utiles
para apoyar aplicaciones clinicas, incluyendo el lanzamiento de unidades de sangre de cordén para trasplante
hematopoyeético.
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Ejemplo 1

Después de 14 dias de cultivo de CB (ensayo de CFU, Stem Cell Technologies), se capturé una imagen de una
placa de 35 mm usando un sistema de imagenes digitales basado en camara fotografica de alta resolucion que logra
una resolucion de 7,6 um por pixel y permite ademas una visidn clara de todas las colonias en la placa con sus
identificaciones de coédigo de barras. Un protocolo corto de tincién en un solo paso con MTT (bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) permite la definicion de CFU-GM/E y CFU-E (violeta oscuro/rojo) y CFU-GM
(violeta claro) representando cada tipo celular en un color especifico frente a un fondo claro uniforme (Véase la
Figura 1). Se observd una buena correlacion tras comparacion de la nueva estrategia frente a la enumeracion
tradicional usando el microscopio (R? lineal = 0,95; n = 122 placas de cultivo evaluadas). Se observé baja variacion
después de se clasificaran y enumeraran independientemente 151 cultivos por tres operadores diferentes (%CV
(coeficiente de variacién) = 8,9%; intervalo 1-27%) (microscopio). El plaqueo de la muestra introdujo variacion en el
ensayo de CFU, en un experimento en donde se evaluaron nueve muestras por plaqueo multiple (% CV intra-ensayo
= 21,9%; intervalo 3,4-34,5% y % CV intra-ensayo = 23,3%; intervalo 12,6-35%).

En otra realizacién, se proporciona un sistema de gestiéon de la informacion de laboratorio basado en ordenador
(LIMS) para almacenar los datos relacionados con una placa de cultivo que esta ligada por una identificacion (ID) de
codigo de barras Unica etiquetada a una unidad CB especifica. Informacién adicional que se puede ligar a la unidad
CB a través del ID de cédigo de barras incluye la imagen de CB, localizacién del incubador, fechas de plaqueo y
recuento, asi como enumeracion de colonia detallada. Este sistema se ha ensayado en mas de 8.000 unidades de
CB por duplicado. La coloracion especifica de las colonias CFU permite una clasificacion y enumeracion mas rapida
y de este modo, permite un analisis mas preciso de colonias CFU y permite una determinacién mejor de sus
relaciones con marcadores de superficie de antigeno como contenido celular de CD34+, toxicidad del medicamento
e injerto del trasplante.

A menos que se indique lo contrario, todos los numeros que expresan cantidades de ingredientes, propiedades
como peso molecular, condiciones de reaccion, y demas usados en los requisitos y reivindicaciones debe
entenderse como modificadas en todos los casos por el término “aproximadamente”. Por consiguiente, a menos que
se indique lo contrario, los parametros numéricos expuestos en la especificacion y reivindicaciones adjuntas son
aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se pretenden obtener por la
presente invencioén. Por lo menos, y no como un intento de limitar la aplicacion del canon de equivalentes al alcance
de las reivindicaciones, cada parametro numérico debe construirse al menos a la luz del numero de digitos
significativos informados y aplicando técnicas de redondeo ordinarias. A pesar de que los intervalos numéricos y
parametros expuestos al amplio alcance de la invencién son aproximaciones, los valores numéricos expuestos en
los ejemplos especificos se informan tan precisamente como sea posible. Cualquier valor numeérico, sin embargo,
contiene inherentemente ciertos errores resultantes necesariamente de la desviacion estandar encontrada en sus
respectivas mediciones de ensayo.

Los términos “un”, “una”, “el/la” y referentes similares usados en el contexto de la descripcion de la invencion
(especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) se deben construir para cubrir tanto el singular
como el plural, a menos que se indique lo contrario en esta memoria o que se contradiga claramente por el contexto.
La enumeracion de intervalos de valores en esta memoria tiene por objeto servir como un método abreviado de
referencia para cada valor por separado que caiga dentro del intervalo. A no ser que se indique lo contrario en esta
memoria, cada valor individual se incorpora dentro de la especificacion como si fuera enumerado individualmente en
esta memoria. Todos los métodos que se describen en esta memoria se pueden llevar a cabo en cualquier orden
adecuado a no ser que se indique lo contrario en esta memoria o claramente se contradiga de otro modo por el
contexto. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o lenguaje ilustrativo (p. €j., “como”) proporcionado en esta
memoria esta meramente destinado a iluminar mejor la invencidon y no representa una limitaciéon al alcance de la
invencion reivindicado de otra manera. No se debe construir ningun lenguaje en la especificacion como indicando
cualquier elemento esencial no reivindicado para la practica de la invencion.

Realizaciones especificas descritas en esta memoria se pueden limitar ademas en las reivindicaciones usando el
lenguaje “que consiste en” o “consistente esencialmente en”’. Cuando se usa en las reivindicaciones, ya sea
presentada o afiadida para enmienda, el término de transicion “que consiste en” excluye cualquier elemento, etapa,
o ingrediente no especificado en las reivindicaciones. El término de transicion “consistente esencialmente en” limita
el alcance de una reivindicacion a los materiales especificados o etapas y aquellas que no afectan materialmente
la(s) caracteristica(s) basica(s).

Ademas, se han hecho numerosas referencias a patentes y publicaciones impresas a lo largo de esta especificacion.
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REIVINDICACIONES
1.  Un método para determinar el nimero de células precursoras hematopoyéticas en una muestra que comprende:

cultivar células hematopoyéticas obtenidas a partir de una muestra de un tejido o fluido que contiene células
hematopoyéticas en un medio que apoya el crecimiento de colonias de células precursoras hematopoyéticas;

tefir las colonias en una Unica etapa con MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) sin lavar;
tomar imagenes de las colonias en ausencia de un microscopio; y

contar células precursoras de colonias eritroides (unidad formadora de colonia eritroide), multilinea (unidad
formadora de colonia multilinea), y granulocito-macréfago (unidad formadora de colonia granulocito-macréfago), y
combinaciones de las mismas, en la muestra,

en donde la determinacién del numero de células precursoras hematopoyéticas se lleva a cabo con un sistema
de deteccion de imagen y cuantificacion que comprende:

una camara de alta resolucion;

unos alineamientos de luz apropiados;

una lampara de destellos de amplio espectro; y
una identificacién de muestra positiva.

2. El método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas aislar una o mas seleccionada del grupo que
consiste en una subpoblacidon de células CD34+, células enriquecidas de densidad ligera, un producto de
aféresis, y una combinacion de los mismos, antes de la etapa de cultivo.

3. El método segun la reivindicacion 1, en donde los diferentes tipos de células precursoras se tifien de diferentes
colores.

4. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas una identificacién de muestra positiva que comprende
la muestra y una identificacion, en donde la identificacion identifica una muestra especifica e informacion
relacionada con la misma.

5. EIl método de la reivindicacién 1, en donde se identifica la muestra con una etiqueta de identificacion que
identifica una muestra especifica e informacién relacionada con la misma.

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de toma de imagenes de las colonias antes
de tenir.
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