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DESCRIPCION
Sistema de medicion de fluorescencia

La invencion se refiere a un sistema de medicion de fluorescencia que se puede utilizar, por ejemplo, para el cribado
de alto rendimiento en el desarrollo de principios activos.

Un método convencional para comprobar o analizar una sustancia sin contacto consiste en marcar la sustancia con
un colorante fluorescente seleccionado. La seleccion del colorante fluorescente depende en general de la propiedad
de la sustancia a investigar. Para este tipo de analisis, la sustancia marcada se ilumina con luz de una longitud de
onda o un intervalo de longitud de onda que se ajusta al comportamiento de absorciéon del colorante fluorescente
utilizado (el maximo de la absorcion en general). La respuesta del colorante fluorescente comprende la emision de la
luz de emision que es caracteristica del colorante fluorescente y cuya longitud de onda es en general mas larga que
la de la radiaciéon de excitacion. La seleccion adecuada del colorante fluorescente de marcacién permite medir de
manera cuantitativa cambios en la propiedad de la sustancia, por ejemplo, la concentracién de la sustancia en una
solucion, sobre la base de cambios en el comportamiento de fluorescencia, por ejemplo, cambios en la intensidad de
la fluorescencia y/o de la longitud de onda efectiva de la emision.

Una subclase de sustancias es, por ejemplo, las biomoléculas (DNA, proteinas, lipidos) y los fragmentos celulares,
las células o los tejidos biolégicos o los soportes organicos o inorganicos (“beats” o “microspheres”). En el estado de
la técnica es posible el marcado fluorescente de dicho material biolégico con técnicas adecuadas.

Una técnica convencional en la investigacion de principios activos es la utilizacion de procedimientos de
fluorescencia para la evaluacion de sustancias de ensayo al tefiirse el sistema de ensayo a investigar (biomoléculas
y/o células y/o soportes inmovilizados con biomoléculas/células) con un colorante fluorescente adecuado, de modo
que mediante la interaccion de sustancias de ensayo se pueden medir cuantitativamente los cambios de parametros.
Un ejemplo tipico al respecto es la coloracion con colorantes fluorescentes sensibles a los iones que estan
disponibles comercialmente, por ejemplo, para la deteccion de K+, Ca++ y sus cambios o también para la deteccion
de cambios en el potencial de membrana o el valor del pH intracelular.

En este tipo de ensayos se utilizan a menudo células preparadas de manera adecuada y marcadas
fluorescentemente en recipientes de reaccion pequefios que estan disponibles, por lo general, con una superficie
aproximada de 108 mm x 72 mm en una disposicién de matriz como placas de microtitulacion estandarizadas con
una superficie basica aproximada de 128 mm x 86 mm en versiones de 96, 384 o 1536 pocillos de ensayo. Las
células bioldgicas crecen a menudo en una solucidon nutritiva en el fondo de los pocillos de ensayo y forman una
llamada capa de células que después de una coloracion correspondiente se puede excitar de diversas maneras para
la emisién de fluorescencia. Un método estandar automatizado consiste en la evaluacion de una placa de
microtitulacién por medio de lectores comerciales de placas de microtitulacion con una geometria fija de medicion de
excitacion de colorante fluorescente y de emision. Para una evaluacion amplia y completa, la placa de microtitulacion
se transporta de manera electromecanica y secuencial, pocillo por pocillo, hacia la posicion de excitacion/medicion.
Hay sistemas de medicion con geometrias de iluminacion diferentes para la excitacion y la medicién perpendicular
de la fluorescencia desde arriba o a través del fondo transparente de placas de microtitulacion desde abajo, como se
describe, por ejemplo en el documento DE19720667A1 (o en paralelo en el documento US5,933,232).

Dado que en el cribado de alto rendimiento para la investigacion de principios activos se debe analizar en el menor
tiempo posible la accion de algunos millones de sustancias quimicas, una premisa esencial para este alto
rendimiento es una alta velocidad de medicion. En el caso de los lectores de fluorescencia convencionales, el
movimiento mecanico de la placa resulta un obstaculo en este sentido. Los tiempos de medicién para una placa de
microtitulacién con 1536 pocillos de ensayo, que se han de mover individualmente, se sitian en el intervalo de
minutos. Los sistemas de escaneado por laser, mas complejos desde el punto de vista técnico, funcionan
claramente con una mayor rapidez (K. Schroeder e.a.: FLIPR: A New Instrument for Accurate, High Throughput
Optical Screening; J. of. Biomolecular Screening, Voll, nimero 2, 1996; US5,355,215). En tales sistemas, las células
en todos los pocillos de ensayo de una placa de microtitulacion se excitan mediante un rayo laser de manera
secuencial, pero aproximadamente al mismo tiempo debido una guia de rayo muy rapida para la emision de
fluorescencia. Mediante el escaneado con ayuda de espejos de desviacion rotatorios se obtiene una excitacion casi
bidimensional de los objetos, cuya fluorescencia se detecta con un sensor de imagen integrado. Un sistema de
diafragma minimiza una posible fluorescencia de fondo. A pesar o debido al corto tiempo de permanencia del laser,
la intensidad de la radiacion local es, sin embargo, muy alta, por lo que existe el peligro de un blanqueamiento de los
colorantes fluorescentes, que no son en general muy sélidos a la luz, y de una mala interpretacion, por tanto, de los
valores de medicion. El sistema esta limitado ademas por el numero de longitudes de onda de excitacion del laser.
Asi, por ejemplo, el laser de i6n de argén convencional con su maximo de excitacion a 488 nm apenas posibilita una
excitacion en el intervalo proximo a UV, por ejemplo, a 360 nm. Un cambio del laser es complicado; un enfriamiento
(por agua) necesario a menudo resulta costoso. El ajuste de la 6ptica es dificil para una aplicacién rutinaria y solo
puede ser ejecutado por personal especializado; el sistema mecanico (espejos de desviacion rotatorios) es
potencialmente propenso a fallos.

En muchos casos, los pocillos de ensayo individuales de una placa de microtitulacion contienen aun en el
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sobrenadante de las células el colorante fluorescente, con las que se tifieron. Esto resulta en parte absolutamente
necesario (por ejemplo, en el caso de colorantes dispersos para medir el potencial de membrana); sin embargo,
resulta problematico también un proceso de lavado, en el que se produce un blanqueamiento del colorante residual
por dilucién. Durante un proceso de lavado no se puede garantizar que la capa de células no se dafie o que las
células no cambien su funcionalidad bioldgica solamente por la dinamica de flujo durante la aspiraciéon y que esto no
altere los resultados de medicion. Una etapa de lavado adicional disminuye también claramente el rendimiento de
las muestras.

En los sistemas de medicién de fluorescencia convencionales resulta muy desventajosa su geometria de
iluminacion, en la que la muestra se excita en perpendicular desde abajo o desde arriba. Si el sobrenadante de las
células contiene aun colorante fluorescente, como se describe arriba, con el procedimiento de excitacion
mencionado y debido a la columna de liquido excitado en el sobrenadante, la sefial de fondo representa un multiplo
del cambio de fluorescencia celular que resulta de la interaccidon de una sustancia de ensayo con las células. Esto se
debe a que la monocapa de células marcadas fluorescentemente tiene en general solo un grosor de 10 um, pero el
nivel de sobrenadante asciende a varios milimetros, lo que hace inevitable una alteracién de los resultados de
medicion.

El documento US5,854,684 da a conocer la iluminacién desde arriba de un sustrato planar mediante dos fuentes de
luz dispuestas simétricamente en un angulo <90° y la deteccion de la luz reflejada en el sustrato planar mediante una
camara situada en perpendicular sobre el sustrato planar. Esta disposicién de mediciéon no es adecuada para placas
de microtitulacion, porque se pueden producir efectos de sombra debido a la profundidad de los pocillos de ensayo
de la placa de microtitulaciéon en esta disposicion.

El documento EP0751393A da a conocer la iluminacion de una placa de microtitulacion a través del fondo
transparente. La iluminacion se lleva a cabo mediante dos conjuntos de fuentes de luz provistas en cada caso de
filtros de dispersion para conseguir una iluminacién homogénea del fondo de la placa de microtitulacion.
Adicionalmente, el deposito, en el que se encuentran las fuentes de luz y el sistema detector, esta provisto de
superficies de gran dispersion. Esta disposicion de iluminacién provoca que porcentajes esenciales de la luz de
excitacion lleguen a los pocillos de ensayo en un angulo de apertura superior a 30° y que se produzca, por tanto, una
alteracion de los resultados de medicién debido a la excitacion del sobrenadante en los pocillos de ensayo.

El documento DE19914279C da a conocer una disposicion para la lectura 6ptica de la informacién de un substrato
en forma de matriz con una pluralidad de muestras individuales. Sin embargo, en el caso del sustrato no se trata de
placas de microtitulacion. Tampoco se dan a conocer una iluminacién y una deteccion a través del fondo del soporte
de muestras ni fuentes de iluminacion lineales, dispuestas en lados opuestos entre si de una placa de
microtitulacion.

El documento US6,362,006B1 da a conocer la iluminacion de una placa de microtitulacién mediante dos fuentes de
radiacion dispuestas simétricamente en un angulo <90° respecto a la placa de microtitulacion y la deteccion de la luz
reflejada en la placa de microtitulacién en un detector dispuesto en perpendicular sobre la placa de microtitulacion.
Esta disposicion de medicién tiene la desventaja de que se pueden producir efectos de sombra y, por tanto, una
iluminacion no uniforme de las muestras situadas en el fondo de los pocillos de ensayo.

Por tanto, para el analisis de fluorescencia cuantitativo resultdé necesario un procedimiento de excitacién superficial
homogéneo novedoso que cumple los siguientes requisitos:

- excitacion de un colorante fluorescente al menos en el intervalo UV-VIS (220 nm a 800 nm) en longitudes de
onda efectivas seleccionables libremente;

- minimizacion de sefiales de fondo parasitas mediante la geometria de iluminacién especial;

- aumento de la velocidad de medicién mediante la excitacion paralela, es decir, simultanea, de todas las muestras
distribuidas en la superficie de medicion y el procesamiento paralelo con procedimientos de deteccion
generadores de imagen (en comparacion con la medicion secuencial);

- evitacidon de efectos de blanqueamiento mediante la potencia de radiacion minima local;

- exclusion de componentes movidos mecanicamente;

- evitacion de reajustes opticos complejos después de instalarse el sistema;

- sensibilidad de deteccion comparable con los sistemas de medicién de fluorescencia convencionales.

El objetivo segun la invencion se consigue mediante un sistema de medicion de fluorescencia con las caracteristicas
de la reivindicacion 1.

El sistema detector esta dispuesto en la posicion esencialmente horizontal de la placa de microtitulacion por debajo
de la placa de microtitulacion.

La placa de microtitulacion tiene usualmente formatos de 96, 384 o 1536 pocillos de ensayo. La placa de
microtitulacién es transparente.

La iluminacion del fondo transparente de la placa de microtitulacion se realiza preferentemente con una
homogeneidad de +20 %, preferentemente +10%. Tal homogeneidad se puede conseguir al estar dispuesta
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respectivamente una de las fuentes de iluminacién lineales en cada uno de los dos lados opuestos entre si de la
placa de microtitulacion. Cada una de las fuentes de iluminacion lineales ilumina la zona, mas préxima a la misma,
del fondo de la placa de microtitulacion con una intensidad superior a la zona mas alejada, porque la intensidad | de
la luz de excitacion disminuye con I~1/R? con la distancia creciente R de la fuente de iluminacién. Como resultado de
la disposicion geométrica, es decir, simétrica, segun la invencion de las fuentes de iluminacion, la intensidad de la
iluminaciéon es esencialmente constante en todo el fondo de la placa de microtitulacion. Las dos fuentes de
iluminacion lineales se disponen preferentemente en cada uno de los dos lados longitudinales de una placa de
microtitulacion rectangular. No obstante, puede haber también, por ejemplo, cuatro fuentes de iluminacion
dispuestas en cada caso simétricamente por pares en cuatros lados distintos de la placa de microtitulacion, de modo
que las intensidades de iluminacién de las cuatro fuentes de iluminacién se superponen y la intensidad de
iluminacion es esencialmente constante en todo el fondo de la placa de microtitulacion.

Las fuentes de iluminacion lineales pueden estar configuradas como barras halégenas lineales, como tubos
fluorescentes o como tiras LED. Sin embargo, las fuentes de iluminacion lineales son preferentemente fibras 6pticas
dispuestas linealmente que se pueden situar en una disposicion especial a partir de un haz de fibras redondo para
formar un llamado convertidor de seccién transversal de fibras. Las fibras épticas pueden estar fabricadas de
material de polimero especial, tal como PMMA (polimetilmetacrilato) o PC (policarbonato), o de vidrio estandar o
vidrio de cuarzo y son adecuadas en el intervalo de diametro de 5 um a 2 mm aproximadamente. A fin de compensar
inhomogeneidades de la radiacion luminosa en el lado de entrada del conductor de luz, las fibras del convertidor de
seccion transversal deberan estar mezcladas de manera aleatoria.

Las fuentes de iluminacion lineales emiten una longitud de onda que corresponde a la onda de longitud de excitacion
para una excitacion de fluorescencia de las muestras en los pocillos de ensayo de la placa de microtitulacion. Las
fuentes de iluminaciéon pueden emitir luz de color o luz blanca, filtrada de manera correspondientes, por ejemplo, al
alimentarse la luz de lamparas correspondientes en el lado de entrada al convertidor de seccién transversal de fibras
y al monocromatizarse mediante filtros, preferentemente filtros de interferencia. Por consiguiente, las fuentes de
iluminacion pueden emitir también la luz de lamparas de destello para la excitacién pulsada o lamparas UV para la
excitacion de fluorescencia en el intervalo UV (220 a 400 nm). Asimismo, al convertidor de seccion transversal se
puede acoplar un laser de radiaciéon continua con 6ptica de expansiéon correspondiente adaptada a la apertura
numérica de la optica de fibras. Con un laser pulsado en la misma disposicion resulta posible la medicién de
fluorescencia en tiempo retardado que genera imagenes (TRF). La vida util, corta en general, de la fluorescencia del
fondo de interferencia puede mejorar drasticamente con una duracién correspondiente de la sefial util la proporcion
de sefial y ruido.

El sistema detector puede comprender un detector generador de imagen, tal como un sistema de medicién por
video, que presenta preferentemente un intensificador de luz residual. El intensificador de luz residual puede
presentar un dispositivo de gating que puede servir para hacer sensible la camara a la sefial util en el intervalo de
nanosegundos solo después de un pulso de excitacion de laser corto (orden de magnitud de picosegundos).

Entre la placa de microtitulacion y el sistema detector pueden estar dispuestos uno o varios filtros que seleccionan la
luz fluorescente antes de la deteccioén. Varios filtros, que se deben utilizar alternativamente, pueden estar dispuestos
en un cambiador de filtros.

El sistema de medicién de fluorescencia puede presentar también uno o varios espejos dicroicos entre la placa de
microtitulacion y el sistema detector, mediante los que la luz fluorescente procedente de la placa de microtitulacion
se divide en dos o varias longitudes de onda y se desacopla y se detecta de manera selectiva.

La ventaja del sistema de medicion de fluorescencia segun la invencion radica en que una placa de microtitulacion
se ilumina en total simultdaneamente y no solo la zona de nucleo de cada pocillo de ensayo.

El sistema de medicion de fluorescencia segun la invencion se puede ajustar del intervalo UV al intervalo proximo de
infrarrojos (220 a 800 nm) mediante una seleccion adecuada de fuentes de luz de excitacion y filtros.

Debido a la medicién simultanea y paralela de todos los pocillos de ensayo, el sistema de medicion de fluorescencia
segun la invencién es adecuado en particular para mediciones cinéticas que se pueden ejecutar al mismo tiempo en
todos los pocillos de ensayo mediante el sistema de medicion de fluorescencia segun la invencién y que implican,
por tanto, un gran ahorro de tiempo respecto a mediciones cinéticas con sistemas convencionales.

Figuras y ejemplos

Las figuras muestran:

Fig. 1 el principio de la excitacion homogénea;

Fig. 2 la seccion transversal de un convertidor de seccion transversal de fibras de vidrio;

Fig. 3 la estructura de un sistema de medicion de fluorescencia;

Fig. 4 el sistema de iluminacién con dos convertidores de seccion transversal;

Fig. 5 los resultados de medicién en una placa de microtitulacion con 1536 pocillos de ensayo; y

Fig. 6 la medicion de resolucion local de la emision de fluorescencia desde los pocillos de ensayo de una placa
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de microtitulacion con 384 pocillos de ensayo mediante el sistema de medicion de fluorescencia segun la
invencion.

La figura 1 muestra como se consigue una iluminacion homogénea de una placa de microtitulacién 1 mediante dos
fuentes de iluminacién 3. La placa de microtitulacion 1 con los pocillos de ensayo 2 se ilumina desde abajo mediante
las dos fuentes de iluminacion 3 dispuestas simétricamente. El volumen 4 de los pocillos de ensayo 2, iluminados
mediante las fuentes de iluminacion 3, esta tefiido de oscuro y es esencialmente constante para todos los pocillos de
ensayo 2.

La figura 2 muestra una seccion transversal de un convertidor de seccion transversal de fibras 21. La luz de
excitacion se alimenta mediante el haz de fibra 6ptica 22. En el convertidor de seccién transversal 21, las fibras
Opticas del haz 22 se reordenan en una tira de fibras 23 que se extiende linealmente. La anchura de la tira se
obtiene a partir del diametro de haz de entrada y es de 1 mm aproximadamente en caso de una longitud de 150 mm
y una seccion transversal de entrada de 15 mm aproximadamente. La luz irradiada 24 presenta usualmente, por
ejemplo, en el caso de un convertidor de seccién transversal de fibras de vidrio, un angulo de apertura a de 30°
aproximadamente, lo que corresponde a una apertura de 0,5=sin o/2.

La figura 3 muestra la estructura de un sistema de medicion de fluorescencia. El sistema de medicién de
fluorescencia estd compuesto de una carcasa 330 con una tapa 340. En la tapa 340 hay una entalladura, sobre la
que esta posicionada una placa de microtitulacion 31 de tal modo que la misma se puede irradiar desde el interior de
la carcasa 330. En el interior de la carcasa 330 se encuentran los demas componentes del sistema de medicién de
fluorescencia. La placa de microtitulacion 31 con la superficie de base de aproximadamente 128 mm x 86 mm vy
placa de fondo transparente 360 se irradia con la luz de irradiacion 33 mediante dos convertidores de seccién
transversal de fibras de vidrio en un angulo de 25° aproximadamente a través de la placa de fondo 360. Los dos
convertidores de seccion transversal de fibras de vidrio estan dispuestos a lo largo de los lados longitudinales de 128
mm de la placa de microtitulacion 31. La luz fluorescente 34, emitida a través de la placa de fondo 360 de la placa de
microtitulacion 31, se desvia mediante el espejo dicroico 35 y una lente 39 hacia una camara CCD integrada 350.
Entre el espejo dicroico 35 y la lente 39 esta situado un filtro de interferencia 36, dispuesto en una rueda de filtro 37.
La rueda de filtro 37 puede rotar con ayuda de un motor 38.

La figura 4 muestra un sistema de iluminacion con dos convertidores de seccion transversal de fibras 41. La luz de
entrada para las fibras se produce con una unidad de lampara 46. Una corredera de filtro 45 permite filtrar luz con
una longitud de onda diferente a partir del espectro de excitacion de la unidad de lampara 46. En el tramo de mezcla
de fibras 44, las fibras 6pticas se mezclan de manera aleatoria y se dividen en dos ramales 47 en la pieza de
distribucion 43. En el extremo de los ramales 47 se encuentran los convertidores de seccion transversal de fibras 41
con las superficies de salida de fibras 42 dispuestas linealmente.

La figura 5 muestra un ejemplo para la medicion de la emision de fluorescencia a partir de los pocillos de ensayo de
una placa de microtitulacion con 1536 pocillos de ensayo mediante el sistema de medicion de fluorescencia segun la
invencion. En todos los pocillos de ensayo se encuentra la misma solucion fluorescente. Como resultado de la
iluminacion homogénea se obtiene una imagen de la placa de microtitulacién, en la que la emision de todos los
pocillos de ensayo tiene una luminosidad uniforme dentro de las tolerancias predefinidas.

La figura 6 muestra un ejemplo de una medicién de resolucion local de la emision de fluorescencia a partir de los
pocillos de ensayo de una placa de microtitulacion con 384 pocillos de ensayo (24 x 16 pocillos) mediante el
procedimiento de medicion de fluorescencia segun la invencion. En cada pocillo de ensayo se encuentran distintos
clones de células que expresan de manera diferente una proteina fluorescente, la llamada GFP (green fluorescent
protein, proteina verde fluorescente). Se busca el clon con la mejor expresion. Es evidente que el valor promedio de
un pocillo de ensayo (principio: lector de fluorescencia) proporciona informaciones/datos falsos, porque aquellas
células, que emiten una fluorescencia especialmente clara, o sea, muestran una buena expresién, se identifican
dentro de un pocillo de ensayo solo mediante la resolucion local.
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de medicién de fluorescencia que presenta una placa de microtitulacion (1, 31) y fuentes de iluminacion
para excitar la fluorescencia de muestras en los pocillos de ensayo (2) a través del fondo transparente de la placa de
microtitulacion (1, 31) y un sistema detector (350) para la luz fluorescente procedente de los pocillos de ensayo (2)
de la placa de microtitulacion (1, 31), que esta dispuesto por debajo de la placa de microtitulacion (1, 31) de tal modo
que detecta una emision de fluorescencia a partir de los pocillos de ensayo (2) de la placa de microtitulacion (1, 31)
en un angulo por fuera del intervalo de reflexion de la luz de excitacion de las fuentes de iluminacion, caracterizado
porque las fuentes de iluminacion son fuentes de iluminacion lineales (3, 21, 32, 41) y estan dispuestas
respectivamente en lados opuestos de la placa de microtitulacién (1, 31) y por que el fondo transparente (360) de la
placa de microtitulacion (1, 31) se ilumina de manera homogénea directamente o mediante espejos de desviacion en
un angulo de apertura de <30°.

2. Sistema de medicion de fluorescencia de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque la emision de
fluorescencia a partir de los pocillos de ensayo (2) de la placa de microtitulacion (1, 31) se detecta en un angulo en
el intervalo de 80° a 100°, de manera particularmente preferida en el intervalo de 90°, respecto al plano de extensién
de la placa de microtitulacion (1, 31).

3. Sistema de medicién de fluorescencia de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque la placa de
microtitulacion (1, 31) presenta 96, 384 o 1536 pocillos de ensayo (2).

4. Sistema de medicién de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque
estan presentes dos fuentes de iluminacion lineales (3, 21, 32, 41) y una fuente de iluminacion lineal (3, 21, 32, 41)
esta dispuesta respectivamente en cada uno de los dos lados longitudinales de un dispositivo receptor de muestras
rectangular (1, 31).

5. Sistema de medicion de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque
estan presentes dos fuentes de iluminacion lineales (3, 21, 32, 41) que estan dispuestas en cada caso
simétricamente por pares en cuatro lados distintos del dispositivo receptor de muestras (1, 31).

6. Sistema de medicién de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque
las fuentes de iluminacion lineales (3, 21, 32, 41) estan configuradas como barras halégenas lineales, como tubos
fluorescentes o como tiras LED.

7. Sistema de medicion de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque
las fuentes de iluminacion lineales (3, 21, 32, 41) estan configuradas como conductores de fibra 6ptica dispuestos
linealmente.

8. Sistema de medicién de fluorescencia de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado porque las fibras dpticas
(22) de los conductores de luz dispuestos linealmente estan mezcladas de manera aleatoria.

9. Sistema de medicion de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque
las fuentes de iluminacion lineales (3, 21, 32, 41) emiten luz en una longitud de onda que corresponde a la longitud
de onda de excitaciéon para una excitacion de fluorescencia de las muestras en el dispositivo receptor de muestras
(1, 31).

10. Sistema de medicion de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque
las fuentes de iluminacion lineales (3, 21, 32, 41) emiten luz de color o luz blanca filtrada de manera
correspondiente.

11. Sistema de medicién de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque
las fuentes de iluminacion lineales (3, 21, 32, 41) emiten la luz de lamparas de destello para la excitacion pulsada o
de lamparas UV para la excitacion de fluorescencia en el intervalo UV.

12. Sistema de medicion de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque
las fuentes de iluminacion lineales (3, 21, 32, 41) emiten la luz de un laser continuo o pulsado que se adapt6 a la
apertura numérica en el lado de entrada del haz de fibra o6ptica mediante una Optica de acoplamiento
correspondiente.

13. Sistema de medicién de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque
el sistema detector (350) comprende un detector generador de imagen.

14. Sistema de medicién de fluorescencia de acuerdo con la reivindicacién 13, caracterizado porque el detector
generador de imagen es un sistema de medicién por video, preferentemente con un intensificador de luz residual.

15. Sistema de medicién de fluorescencia de acuerdo con la reivindicacion 14, caracterizado porque el
intensificador de luz residual es un dispositivo de gating.

16. Sistema de medicion de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizado porque

6
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presenta uno o varios filtros (36) entre el dispositivo receptor de muestras (1, 31) y el sistema detector (35), que
pueden seleccionar la luz fluorescente antes de la deteccion.

17. Sistema de medicién de fluorescencia de acuerdo con la reivindicacién 16, caracterizado porque varios filtros
(36) estan dispuestos en un cambiador de filtros (37).

18. Sistema de medicion de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 17, caracterizado porque
presenta uno o varios espejos dicroicos (35) entre la placa de microtitulacion (1, 31) y el sistema detector (350),
mediante los que la luz fluorescente procedente del dispositivo receptor de muestras (1, 31) se puede dividir en dos
o varias longitudes de onda y desacoplar de manera selectiva.

19. Sistema de medicion de fluorescencia de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 18, caracterizado porque
la placa de microtitulacion (1, 31) tiene una posicion esencialmente horizontal y el sistema detector (350) esta
dispuesto por encima o por debajo de la placa de microtitulacién (1, 31).
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