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Instrucciones de uso de la CytoVision * DX: Sonda

Este manual es valido para los sistemas de escaneado y capturar CytoVision DX y el software de
aplicacion CytoVision DX version 9.0

Aviso sobre los derechos de autor
© 2024 Leica Biosystems Richmond, Inc. Todos los derechos reservados.
LEICA y el logotipo de Leica son marcas comerciales registradas de Leica Microsystems IR GmbH.

CytoVision es la marca comercial de Leica Biosystems Richmond, Inc. Todas las marcas
comerciales de terceros son propiedad de sus respectivos propietarios.

*Reg. Oficina de Patentes y Marcas de Estados Unidos y en otras jurisdicciones de todo el mundo.

La informacién contenida en este documento esta sujeta a cambios sin previo aviso y no supone
ningun compromiso por parte de Leica Biosystems Richmond, Inc.

Ninguna parte de este manual se puede copiar o distribuir, transmitir, transcribir, guardar en un
sistema de recuperacion ni traducir a ningun idioma humano o informatico, de ninguna manera ni
por ningun medio, ya sea electronico, mecanico, magnético, manual o de otro tipo, nirevelar a
terceros sin la autorizacion expresa de Leica Biosystems Richmond, Inc, 5205 Route 12, Richmond,
IL 60071, EE.UU.

Los sistemas CytoVision DX los fabrica y distribuye:

d Leica Biosystems Richmond, Inc. [:m c €

5205 Route 12
- Richmond, IL 60071
@ EE. UU.
Tel.: (800)-537-4669

Datos de contacto

Visite www.LeicaBiosystems.com para ver los datos de contacto del servicio técnico y comercial de
Leica Biosystems mas cercano.
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Precauciones y notas

Si bien se ha hecho todo lo posible por garantizar la precision de la informacion, algunos detalles de
las ilustraciones pueden diferir segun las variantes individuales del sistema.

Puede que no todas las categorias se apliquen a la configuracién del usuario final.

Especificaciones y prestaciones

Para las especificaciones del producto y los componentes, consulte las especificaciones de CytoVision DX.

Instalacion del hardware

CytoVision DX Todos los componentes del escaneado y del sistema de captura los suministra para
la instalacion Leica Biosystems o sus representantes autorizados.

Instalacion del software de la aplicacion

Las estaciones de trabajo PC suministradas por Leica Biosystems se suministraran con software de
aplicacion preinstalado. Para obtener instrucciones especificas sobre la instalacion de la aplicacién
en un PC independiente, consulte la Guia del usuario de CytoVision DX.

Formacion

Este manual y la Guia del usuario de CytoVision DX complementan la formacién del operador y otras
instrucciones avanzadas proporcionadas por Leica Biosystems o sus representantes autorizados.

Mantenimiento y solucién de problemas

Para obtener informacion sobre la resolucion de problemas de escaneado y captura, consulte el
capitulo Solucion de problemas.

Para obtener informacién sobre el mantenimiento general del sistema y la resolucién de problemas,
consulte la Guia del usuario de CytoVision DX.

Reparacion

Las reparaciones sdélo pueden ser realizadas por un representante autorizado de Leica Biosystems.
Después de cualquier reparacion, pida al técnico que realice comprobaciones de funcionamiento
para confirmar que el producto se encuentra en las condiciones de funcionamiento esperadas.

Ciberseguridad

Ten en cuenta que las estaciones de trabajo son susceptibles de sufrir malware, virus, corrupcion de
datos y violaciones de la privacidad. Para conocer las directrices de ciberseguridad del usuario final,
consulte la Guia del usuario de CytoVision DX.

Trabaje con su administrador de Tl para proteger las estaciones de trabajo siguiendo las politicas de
seguridad y contrasefias de su institucién. Para obtener instrucciones especificas recomendaciones
sobre la proteccién de sus estaciones de trabajo y servidores, consulte el Especificaciones de
CytoVision DX; seccidn Administracién de red.

Seguridad
La proteccién de seguridad puede verse afectada si este dispositivo se utiliza de un modo no
especificado por el fabricante.

Para obtener informacion sobre la operacion del sistema y la seguridad, consulte la Guia del usuario
de CytoVision DX.
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Introduccion

El sistema CytoVision DX es un sistema cualitativo automatizado de creacion y visualizacién de

portaobjetos digitales.

El sistema CytoVision DX estd previsto para el diagndstico in vitro como ayuda para que un técnico
cualificado revise e interprete imagenes digitales de cromosomas metafdsicos de sangre periférica

y médula ésea.

e El sistema CytoVision DX ayuda a localizar ndcleos en interfase y metafase en
portaobjetos de vidrio de microscopio estandar que, de otro modo, serian apropiados
para la visualizacién manual mediante microscopia de campo claro y fluorescente

convencional.

e Esresponsabilidad del técnico cualificado emplear los procedimientos y salvaguardas
adecuados para garantizar la validez de la interpretacién de las imagenes obtenidas con
el sistema CytoVision DX.

Aseglrese de seguir las practicas recomendadas de laboratorio adecuadas, asi como las politicas y
procedimientos exigidos por su institucién para la preparacién, procesamiento, almacenamiento y

eliminacion de portaobjetos.

Utilice este equipo Unicamente para su fin y de la manera que se describe en este documento y en la
Guia del usuario de CytoVision DX.

Recursos
CytoVision DX Guia Proporciona informacién de referencia e instrucciones para la
del usuario calibracion por parte del usuario, el escaneado de portaobjetos, la

23MAN (9D03)

captura de imagenes, la visualizacion de imagenes, la gestién de
cajas y datos, la solucioén de problemas y el mantenimiento.

Instrucciones de uso del
cariotipador CytoVision DX

23MAN (9D02)

Contiene instrucciones para el escaneado de portaobjetos
metafasicos, la captura de imagenes, la visualizacion de imagenes,
el andlisis cromosoémico (cariotipado) y la resolucién de problemas
de la aplicacion.

Instrucciones de uso de la
sonda CytoVision DX

23MAN (9D01)

(Este documento) Contiene instrucciones para el escaneado de
portaobjetos fluorescentes (FISH), la captura de iméagenes, la
visualizacion de imagenes, el andlisis cromosémico (cariotipado) y
la resolucion de problemas de la aplicacién (este documento).

Especificaciones de
CytoVision DX

23MAN (9D03)

Proporciona especificaciones detalladas de las opciones del
producto CytoVision DX.
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Introduccion

Identificacion de simbolos

Simbolo ‘ Explicacion

ADVERTENCIA, rayo laser: proteja los ojos y la piel de la
exposicion.

radiacion éptica, no mire nunca directamente al rayo laser.

PRECAUCION: Riesgo de sufrir un pellizco, mantenga los dedos
alejados de las partes moéviles.

c € Marca de conformidad CE

“ Fabricante

Advertencias y precauciones

El sistema de captura o escaneado que se suministra con el microscopio y los componentes de
escaneado motorizados es un aparato de precisién que debe tratarse con cuidado y solo debe poner
en funcionamiento el personal con la formacién adecuada. Debe evitarse en todo momento que el
sistema sufra golpes repentinos o bruscos.

Para mads informacién, consulte la Guia del usuario de CytoVision DX.

Sonda CytoVision DX, Instrucciones de funcionamiento, Revision A BORRADOR
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Introduccion

Especificaciones de muestras y portaobjetos

Tipos de
muestras

La funcién de sonda de CytoVision DX se utiliza para la deteccién y obtencion de
imagenes de cromosomas metafasicos tefiidos con fluorescencia, nicleos
celulares interfasicos y tejidos.

Las muestras de las preparaciones deben realizarse utilizando técnicas aceptadas
de cultivo y preparacién de células y presentarse en portaobjetos de microscopio de
vidrio.

Tincién de
muestras

El sistema esta optimizado para la tincién DAPI de células en interfase.

El rendimiento no estd validado en todas las técnicas posibles de tincién y
preparacién de muestras y esta directamente relacionado con la calidad y la
intensidad de la tincién de la muestra y los restos de fondo en el portaobjetos del
microscopio.

Una intensidad de tincién atipica o un fondo elevado pueden reducir la eficacia de la
localizacién y la captura automatica de células y requerir una intervencién adicional
del usuario.

Especifi-
caciones del
portaobjetos

Tipo de portaobjetos: Portaobjetos de vidrio para microscopio con bordes
(verticales) cuadrados.

Tamaiio del portaobjetos: Angulo cuadrado de 90° dentro de la gama de 75,1 a 76,1
mm de longitud; 24,9 a 26,1 mm de anchura; 0,9 a 1,2 mm de grosor.

e Los portaobjetos que superen estas dimensiones podrian no caber en la
bandeja GSL y no son compatibles con la operacién del sistema de
escaneado.

e Es posible que los portaobjetos mas pequefios que estas dimensiones o
con esquinas de 45° (recortadas) no quepan en la bandeja GSL estandary
deban utilizar la bandeja alternativa articulo 23GSL903XXX001 (biselada)
debe especificarse con el pedido del sistema.

No se recomienda el uso de portaobjetos que no sean de cristal, porque podrian no
encajar bien en el inserto de la platina o moverse en la platina, lo que puede afectar
al rendimiento del sistema y a la calidad de la imagen.

Cubreobijetos
para
portaobjetos.

Para la obtencién de imagenes de fluorescencia es necesario utilizar y montar un
cubreobjetos de vidrio.

e Un grosor del cubreobjetos de 170um (+/- 5um) es éptimo para la
precision optica con lentes objetivo de inmersién en aceite de gran
aumento.

e El cubreobjeto no debe sobresalir mas alla del borde del portaobjeto de
vidrio del microscopio. Todo el cubreobjetos y la etiqueta deben estar
adheridos al portaobjetos de vidrio.

e El montador de cubreobjetos no debe contener burbujas de aire y debe
estar estabilizado antes de usarse.

El cubreobjetos debe estar montado de tal modo que no impida que los objetivos del
microscopio adopten las posiciones focales necesarias para la muestra.

Limitaciones
de los
portaobjetos

Los portaobjetos con tincidon DAPI deben presentar una intensidad de tincion
brillante y de alto contraste, visible para el usuario al observarlos a 10x a través de
los oculares del microscopio, con antidesvanecimiento para reducir el fotoblanqueo.

Una menor concentracién o intensidad de la tincién DAPI en el portaobjetos puede
provocar una disminucion de la fiabilidad del enfoque 10x y del funcionamiento del
escaner o fallos en este.

Sonda CytoVision DX Instrucciones de funcionamiento, Revision A
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Descripcion general de la sonda CytoVision DX

Las instrucciones de uso contenidas en este documento cubren el control de la aplicacion y las
operaciones especificas de los procedimientos de escaneado, captura, visualizacion y puntuacion de
portaobjetos FISH aplicables a los sistemas CytoVision DX configurados para el médulo de software
con licencia de sonda.

Es necesario que el usuario esté familiarizado con el uso general de la aplicacidn, las funciones de la
pantalla, los controles de la interfaz del hardware, la gestién de casos, las funciones de visualizacién
de la pantalla y de la imagen y las aplicaciones asociadas que son comunes a todos los sistemas
instalados con el software de aplicacion CytoVision DX.

e Estas se detallan en la Guia del usuario de CytoVision DX:

Se proporcionan instrucciones de funcionamiento adicionales para las muestras y las instrucciones
especificas del flujo de trabajo sobre el escaneado de portaobjetos metafasicos, la captura y los
procedimientos de cariotipado.

e Estas se detallan en las Instrucciones de funcionamiento de cariotipado de CytoVision DX:

Todas las decisiones de interpretacion de la imagen las toma el usuario. No existe ningun requisito
cualitativo para la muestra, sin embargo, las herramientas de captura y visualizaciéon de imagenes
estan optimizadas para imagenes adquiridas utilizando un objetivo de microscopio de inmersién en
aceite y gran aumento con material de muestra con tincién DAPI que muestra sondas de ADN en
color utilizando conjuntos de filtros de fluorescencia de banda estrecha adaptados a la muestra.

Escaneado de portaobjetos FISH

El escaneado y la captura automatica de portaobjetos FISH utiliza las funciones de busqueda,
clasificacién, reubicacién y captura del portaobjetos fluorescente del software de aplicacién.

Antes de cualquier escaneado y captura automatica automatizados;

e Para las, debe completarse una calibracién de escaneo fluorescente para la intensidad
de la camara y las compensaciones de enfoque entre los objetivos de escaneo y captura.

e Los modos de AutoCapture (captura automatica) de plantillas de portaobjetos utilizan la
configuracién de capturay fluorocromos Build List (Crear lista), Save List (Guardar lista) o
Customize Capture (Personalizar configuracion) de la pantalla Capture (captura). Deben
establecerse y configurarse antes de cualquier escaneado y captura automaticos.

Para cada tipo de muestra hay un modo recomendado de Buscador de escaneado y Captura
automadtica basado en los requisitos esperados de visualizacion del tipo de muestra.

Tipo de Preescaneado | Modo de Modo de captura Formato de imagen
portaobjetos (1.25x) bisqueda automatica
(Fluorescente)

Metafase FISH N/D Metafase Sonda Carpeta de la célula
Interfase FISH N/D Metafase Sonda Carpeta de la célula
FISH de N/D Interfase ProbeAuto / Framelist
Interfase Recuento de puntos
Tejido-FISH Deteccién de Tejidos ProbeAuto / Framelist

granos Recuento de puntos
M-FISH N/D Metafase N/A (Manual solo) Carpeta de la célula

Sonda CytoVision DX Instrucciones de funcionamiento, Revision A
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Descripcion general de la sonda CytoVision DX

e El modo de buscador de tejidos necesita el médulo con licencia de Tissue FISH.

e La captura Spot Counting (recuento de puntos) requiere el médulo con licencia de Spot
Counting para realizar el procesamiento automatizado de sefiales de imagenes FISH de
interfase durante la captura de imagenes.

e Las combinaciones alternativas de los modos de escaneado y captura no estan
restringidas para el funcionamiento del usuario, pero pueden no ser 6ptimas para los
requisitos de captura o visualizacién posterior.

La plantilla de portaobjetos del sistema de escaneado GSL puede configurarse con multiples
areas de escaneado superpuestas en el mismo portaobjetos. Cada area de escaneado puede
configurarse para un modo de captura automatica fluorescente diferente. si necesita
imdagenes tanto en formato de carpeta de células como de framelist para su visualizacion.

Captura y visualizaciéon FISH

Los sistemas CytoVision DX utilizan 2 formatos de imagen en los que se pueden guardar las
imagenes FISH para su posterior visualizacion: Carpeta de células y Marco de imagen (Framelist).

Tipos de muestras Capturg . Captura manual  Opciones de captura
automatica

Metafase FISH Sonda Sonda (célula) Modificacién del umbral

FISH de Interfase Sonda Sonda (célula) Conﬂ_guramon del umbral,

una pila Z

FISH de Interfase ProbeAuto Sonda (marco) pilaZ

FISH de interfase Recuento de Recuento de Ensayo de puntos
puntos puntos*

MFISH (metafase) N/A MFISH* (Célula) | N/A

* requiere médulos de software con licencia adicionales
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Descripcion general de la sonda CytoVision DX

Visualizacion y analisis de imagenes FISH
Image Type Opciones de

Uso de analisis Opciones de andlisis . S .
visualizacion/salida

(Tipo de imagen)

Imagenes de carpetas celulares (sonda estandar o captura M-FISH)

Imagen sin Nueva modificacién
n/a Exportar
procesar del umbral
Sonda (metafase Pantalla, Crear Pantalla de visualizacion Exportar e imprimir
de FISH) metafase* de casos, anotacion P P

Sonda (MFISH*) Pantalla Pantalla de V|sua!|,za0|on Exportar e imprimir
de casos, anotacién

Sonda (interfase Pantalla Pantalla de visualizacion Exportar e imprimir

de FISH) de casos, anotacion P P
Segmentaciény Numerado y recuento de

Metafase - . g o

(MFISH*) creacién de vista de casos Anotacién, Exportar e imprimir
cariogramas* pantalla MFISH

* Requiere mddulos de software adicionales con licencia (para las opciones de cariograma,
véanse las instrucciones de uso del cariotipador).

Imagenes de framelist (sonda automatica o captura de recuento de puntos)

Framelist n/a n/a n/a

Las imdgenes requieren el uso de un software de andlisis de imdgenes independiente
compatible con el formato «framelist».

Imagen y tipos de datos FISH

Existen 2 formatos de imagen utilizados por CytoVision DX para la captura.

1. Imdagenes de casos (carpeta de células) que se capturan utilizando las opciones estandar
de la pantalla de captura.

2. Portaobjetos Framelist que se capturan utilizando los modos especificos de captura de
sonda (marco de imagen).

Antes de proceder al escaneado o captura de portaobjetos FISH es importante que se utilice el
modo de captura mas apropiado para determinar las opciones de visualizacion y analisis que
estaran disponibles.

Sonda (carpeta de la célula). =] - N6y
Un formato basado en células disefiado para muestras FISH en metafase o % 1
interfase, con visualizacion de imagenes e interaccién mediante herramientas de . Raw ,

pantalla de inicio estandar. Fﬁ
e Captura manual utilizando el modo Sonda de la pantalla de captura. R@ ’

§ aw
e Captura automatica del sistema de escaneado utilizando el modo de =T

captura de sonda en la plantilla del portaobjetos.

e Lasimdgenes en colory sin procesar se guardan en carpetas de células en el nivel de
portaobjetos del navegador de casos.
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Descripcion general de la sonda CytoVision DX

Opciones del potenciador de la imagen, anotacién, impresién y exportacion de

imagenes.

e Lasimagenes pueden mostrarse en la vista de casos.

e La modificacion del umbral (eliminacion del fondo) crea objetos que pueden copiarse en
pantallas flexibles y combinarse con objetos de imagen de otros modos o casos de
captura estandar.

e Los cariotipos de sonda pueden crearse a partir de imagenes metafasicas FISH en un

sistema con el moédulo de software con licencia de cariotipo activado.

M-FISH. S 5
Un formato basado en células disefiado para muestras FISH con etiquetado o Raw

combinatorio (multicolor), con visualizacién de imagenes e interacciéon mediante ™ 1

herramientas de pantalla de inicio estandar. . Raw
e Captura manual utilizando el modo MFISH de la pantalla de captura. H?;r

e No es posible la captura automatica del sistema de escaneado. = :

e Lasimagenes en color y sin procesar se guardan en carpetas de _____Fg 4

células en el nivel de portaobjetos del navegador de casos. | Raw _

e Los cariotipos de M-FISH pueden crearse a partir de imagenes :' =

metafdasicas en un sistema con el mdédulo de software con licencia Fg 6

de cariotipo activado.

e Opciones del potenciador de la imagen, anotacion, impresion y
exportacién de imagenes.

e Lasimagenes pueden mostrarse en la vista de casos.

e Los objetos pueden copiarse en pantallas flexibles y combinarse con objetos de imagen
de otros modos o casos de la captura de la célula.

Sonda (Framellst). || Image Frame Manual Probe
Un formato de imagen completa disefiado para muestras FISH i r@ i
interfasicas o tisulares compatible con un software de anélisis de |l mageframes

imagen independiente para su visualizacion e interaccién.
e Captura manual utilizando la pantalla de captura de la sonda Image Frame.

e Captura automatica del sistema de escaneado utilizando el modo de captura de
ProbeAuto en la plantilla del portaobjetos.

e Sin modificacién del umbral. Todos los datos de las imagenes en color y sin procesar se
combinan en una Unica lista de marcos a nivel de portaobjetos.

e Las capas de la pila Z se guardan como imagenes individuales junto con la proyeccién

maxima.
Recuento de puntos. @
Las opciones adicionales estan disponibles en los sistemas con el - ﬁ IGH_BA_Spot

modulo de recuento de puntos;
e Captura manual utilizando el modo de recuento de puntos de
la pantalla de captura estandar (se guarda como Framelist).
e Captura automatica del sistema de escaneado utilizando el
modo de captura de Recuento de puntos en la plantilla de escaneado.
e Procesamiento automatico de la sefial mediante un ensayo de puntos configurable para
los parametros de captura y escaneado.
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Descripcion general de la sonda CytoVision DX

A la hora de seleccionar cuando utilizar las opciones alternativas de captura de la sonda, deben
tenerse en cuenta las diferencias clave entre cada tipo de capturay las capacidades de analisis
subsiguientes.

Los datos de marco de imagen (framelist de sonda y recuento de puntos) no tienen la opcién de
visualizacion o analisis mediante la aplicacién CytoVision DX y necesitan un software de andlisis de
imdagenes independiente compatible con el formato "framelist".

Inicio de sesién de usuario e Inicio del software de aplicacion

1. Encienda el monitor de la estacion de trabajo y el PC, cuando se le solicite Inicie sesidn
con un nombre de usuario que tenga los permisos de seguridad adecuados
para la aplicacion.

2. Encienda el GSL, el microscopio y los controladores de la lampara
fluorescente segun sea necesario para su uso.

3. Haga doble clic en el icono del escritorio o seleccione el acceso directo desde
Windows Start (All programs) [Inicio de Windows -Todos los programas]>CytoVision DX
>CytoVision DX.

4. Aparece la confirmacién del usuario final.

ltis the responsibility of the qualified technician to employ appropriate
procedures and safeguards to assure the validity of the interpretation of
the images obtained.

Cancel Accept

5. Pulse Accept (aceptar) para reconocer el uso y continuar con la aplicacion (o Cancel
[cancelar] para cerrar).
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Escaneado de portaobjetos interfase

Procedimiento de inicio rapido

Estas instrucciones presuponen que, antes de iniciar una exploracién completa con localizacion de
interfase fluorescente y captura automatica de imdagenes;

1. El sistema se ha configurado y calibrado correctamente (incluida la calibracién de escaneo
fluirescente) siguiendo los procedimientos estandar de Leica Biosystems descritos en la
Guia del usuario de CytoVision DX.

2. Se dispone de un clasificador de células adecuado.

3. Se ha completado una captura manual con la creacién de una lista de fluorocromos y
opciones de postcaptura para los modos de sonda.

4. Se ha creado una plantilla de escaneado con las zonas de escaneado, las reglas de
escaneado y captura apropiadas.

5. Los portaobjetos se han colocado en el casete de bandejas GSL empezando por la bandeja
1, posicion 1.

Plantillas de portaobjetos

Es necesario asignar cada portaobjetos a una plantilla de escaneado que contenga todas las
configuraciones necesarias para permitir al sistema localizar las células, clasificarlas y ordenarlas
en una secuencia de captura y, después, capturar automaticamente el nimero necesario de
imagenes.

e Para mas detalles, consulte la seccién Plantillas de portaobjetos.

Clasificadores

Los clasificadores por defecto suministrados con el software se basan en muestras de interfase
fluorescentes representativas que se espera permitan un funcionamiento inicial sin modificaciones
significativas.

e No se espera que estos clasificadores coincidan exactamente con las caracteristicas de
las muestras de los usuarios debido a la variacion normal y prevista en la muestray la
preparacion de los portaobjetos.

e Paracada uno de los tipos de muestra que se vayan a utilizar en el sistema, debera
revisarse el rendimiento del clasificador elegido para determinar si es necesaria una
mayor optimizacién.

e Se pueden afiadir imagenes adicionales de nuevas exploraciones a los clasificadores
predeterminados, o se pueden crear nuevos clasificadores.

e Para mas detalles, consulte la seccién Clasificadores > preparacion y edicion.

Opciones de captura automatica

Cada uno de los modos de captura automatica disponibles tras el hallazgo de células requiere una
configuracién de captura adecuada para permitir el uso con varias sondas (fluorocromos).

Para cada ensayo de sonda, la combinacion de fluorocromos debe capturarse primero manualmente
para crear, modificar y guardar las listas de fluorocromos u opciones de postcaptura necesarias en
la plantilla de escaneado.

Deben configurarse durante la captura manual de portaobjetos FISH representativos para cada tipo
de muestra o kit de sonda o ensayo de puntos que se vaya a utilizar posteriormente para el
escaneadoy la captura.

e Capture una imagen representativa utilizando la captura manual en el modo Sonda.
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Escaneado de portaobjetos interfase

e Confirme los ajustes de filtro y color para cada nombre de fluorocromo y guarde la
combinacion de canales de sonda como una "Lista de fluorocromos" para su uso con
Sonda y Captura automatica de ProbeAuto.

e El modo Sonda también requiere opciones de postcaptura (Personalizar la plantilla de
captura).

e El modo recuento de puntos requiere un ensayo vinculado a los nombres de
fluorocromos predeterminados.

e Para mas informacion, consulte la seccién de captura de cada modo.

Cargar el portaobjetos y la bandeja
Abra la puerta y extraiga el casete de la bandeja del apilador GSL.
o El apilador tiene que estar en su posicidn mas baja para que el mecanismo de
blogueo de la puerta se abra y pueda afiadir o quitar bandejas del casete.
e El botén Unlock door (Desbloquear puerta) se encuentra en la ventana
Configuracion del escaneado (escanear lote de portaobjetos) o

aparece al hacer clic en el botén Load Slide (Cargar portaobjetos)
en la pantalla Capture (Captura). Esta opcién baja el casete y

st
desbloquea el mecanismo. l Unleck Door || De

Coloque los portaobjetos limpios en la bandeja GSL con la etiqueta hacia atras.

e El portaobjetos 1 de cada bandeja esta a la izquierda. El
portaobjetos debe estar libre de residuos de aceite y el
cubreobjetos o la muestra hacia arriba.

o Asegurese de que el portaobjetos esta plano en el inserto y
empujada hacia arriba (atras) y hacia la izquierda contra los
bordes de referencia antes de soltar el agarre de resorte
para mantenerla en su sitio.

e Unavez liberado el muelle de sujecién, asegurese de que
sujeta la corredera firmemente sin que se mueva si toca
ligeramente la corredera.

o Repita la operacion con el resto de portaobjetos y bandejas.

En los sistemas GSL120, una vez cargada cada bandeja con portaobjetos, debe volver a encajarse en
el casete de bandejas con la fijacion del iman en el interior y el orificio sub-X hacia el exterior.
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Escaneado de portaobjetos interfase

e Labandeja 1 es la posicidon mas baja, la
bandeja 24 la mas alta.

e Asegurese de que cada bandeja se inserta
nivelada (horizontal) en su propia ranura, y
que el borde orientado hacia fuera de cada
bandeja esta nivelado con sus vecinos.

Tras cerrar la puerta, antes de iniciar un nuevo escaneado
o captura automatica, el sistema volvera a escanear el
casete en busca de bandejas.

e Al escanear cédigos de barras se cargaran
todas las bandejas detectadas y se
comprobard si contienen portaobjetos con
cédigos de barras.

e Cuando se escanea manualmente, la posicion
de la bandeja coincide con las posiciones
asignadas manualmente con un nombre de
cajay plantilla en la pantalla Configuracion de
escaneado.

Durante el escaneado y la captura automatica, el casete se levanta para bloquear la puerta, por
razones de seguridad. Si se tiene que afiadir o eliminar una bandeja, es necesario detener el
escaneado o la captura en marcha.

* Se realiza una comprobacién del uso de memoria cuando se selecciona Configuracién de
escaneado para determinar si se puede escanear un lote completo de portaobjetos. Si el uso de
memoria de la aplicacién supera un umbral configurado.

e Aparecerd un mensaje de advertencia y no se abrira la ventana de configuracion de
escaneado.

e la aplicacion debe reiniciarse antes de poder realizar cualquier actividad relacionada con
el escaneado.

Escaneado de un lote de portaobjetos (Interfase)

1. Asegurese de que el GSL y los componentes del microscopio estan encendidos y de que hay
suficiente aceite en el mecanismo de lubricacion.

2. Inicie la aplicacién CytoVision DX y desplacese a la pantalla de escaneado, permitiendo que
la aplicacion conecte e inicie el hardware.

3. Hagaclic en el icono Scan batch of slides (Escanear lote de portaobjetos), abriendo la
ventana de configuracion manual de escaneado (para los portaobjetos con cédigo de barras
en los que sus coédigos de barras se han vinculado a un nombre de caso y plantilla de
portaobjetos, salte al paso 12 después de la colocacién del portaobjetos en las bandejas y el
casete).

4. Haga clic y destaque el portaobjetos 1 (posicién de platina 1).
Seleccione la caja en la que se guardaran los datos de la imagen.

6. Seleccione la plantilla de portaobjetos que tenga las reglas de escaneado y captura
automaticas correctas para este.

o

7. Hagaclic en la etiqueta situada en el extremo esmerilado de la presentacion de
portaobjetos para dar un nombre al portaobjetos.
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Escaneado de portaobjetos interfase

6. Coloque el portaobjetos de muestra que coincida con el caso seleccionado (y el nombre del
portaobjetos) en la posicion 1 de la bandeja. (Consulte el procedimiento de Carga de
portaobjetos y bandejas para obtener mas informacién).

7. Seleccione el icono de portaobjetos siguiente y asigne una plantilla de caso y escaneado.
Anada el portaobjetos de muestra correspondiente en la bandeja y compruebe que esta
colocado correctamente.

8. Repita la operacion para el resto de portaobjetos y posiciones que se utilizaran en la primera
bandeja. Coloque la bandeja 1 en la primera posicion (la mas baja) del apilador/casete.

9. Repita este procedimiento para todos los portaobjetos y bandejas restantes y cargue el
casete en la unidad apiladora.

10. Coloque el casete en el apilador GSL y cierre la puerta.

11. Seleccione el botén Scan (Escanear) para empezar el escaneado.
(Para portaobjetos con cédigo de barras, seleccione el icono Escanear portaobjetos con
cddigo de barras).

12. El primer portaobjetos se escaneara con preescaneado y las opciones de escaneado se
configuran en la plantilla.
- Escaneado (10x): véase Plantillas de portaobjetos > Escaneado

13. Para poder iniciar un escaneo 10x, el sistema debe completar un mapa de enfoque en varios
puntos dentro del drea de escaneo.
- Esto depende de la correcta calibracién del barrido fluorescente y - de que el punto de
enfoque inicial esté cerca de la muestra, establecido durante la calibracion espacial
(modificado por cualquier desplazamiento de enfoque guardado en la plantilla de
portaobjetos).

14. Durante el escaneo 10x el sistema revisa las imagenes de la cdmara en cada movimiento de
la etapa (fotograma) y compara cualquier objeto detectado con el clasificador configurado
en la plantilla de portaobjetos. Esto determina cudntas células clasificadas estan disponibles
para la captura.

15. Una vez completado el escaneo 10x, las células clasificadas se ordenan para determinar la
clasificacién de la captura configurado en la plantilla antes de pasar a la fase de captura
automatica.

16. A continuacion, se afiade aceite automaticamente y el objetivo de gran aumento se coloca
en posicion, realizando unos «movimientos con aceite» para esparcirlo uniformemente por la
superficie del portaobjetos.

17. A continuacién, se capturan imdgenes (fotogramas) con gran aumento. Para cada imagen, el
sistema realiza un enfoque automatico para determinar la posicién focal y, a continuacion,
captura utilizando los ajustes especificos de la plantilla antes de pasar a la siguiente célula.

18. Una vez que se haya capturado el nimero correcto de imagenes (segun lo configurado en la
plantilla de escaneado o el ensayo de puntos) la captura finalizara y CytoVision DX pasara al
siguiente portaobjetos, repitiendo el escaneado, el aceitado y la captura automatica hasta
que se completen todos.

19. La aplicacién monitor de escaneado registra la actividad y los tiempos de cada fase de
preescaneado, escaneado y captura del lote de escaneado, y debe revisarse para detectar
cualquier problema inesperado.

Para ver mas flujos de trabajo paso a paso, consulte el Apéndice al final de este manual.
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Escaneado de portaobjetos interfase

Configuracion manual de escaneado T

1
arl

L

Si la configuracion del escaneado y el portaobjetos son manuales, es importante
comprobar que el proceso y las plantillas se corresponden correctamente con los portaobjetos
actuales colocados fisicamente en el sistema.

e Parareducir el riesgo de error se recomienda volver a comprobar los portaobjetos y las
configuraciones, o utilizar una ficha técnica con las posiciones deseadas del casoy
portaobjetos.

e Elusode Escaneo de cédigo de barras en portaobjetos etiquetados en los sistemas GSL,

optimiza la eficiencia del escaneado y reduce el riesgo de error en la configuracién del
escaneado.

Asignacion de casos y plantillas

e Enla pantalla Scan (Escaneado), seleccione
el icono Scan batch of slides (Escanear lote
de portaobjetos) de la barra de s O/ Portaobjetos

herramientas principal, se abrira una
ventana que mostrara todas las posibles
posiciones del portaobjetos para el
escaneado.

e Asigne un proceso y una plantilla para cada / Plantilla de
portaobjetos que se vaya a escanear. El D 0 escaneado

nombre de portaobjetos es opcional, si no
se introduce ninguno, el sistema utiliza el v
siguiente nimero posible para el proceso
con un identificador de posicién del
portaobjetos al final, por ejemplo,
Portaobjetos 1_1 (para el compartimento/la
bandeja 1).

e Haga clic en el icono de la carpeta del
proceso y aparecera una lista de los
procesos en la red. Seleccione de esta lista
o escriba el nombre de un nuevo proceso para crearlo.

e Unavez que seleccionado un proceso, aparecera en el lado derecho de la pantalla de
configuracién con un nimero de identificacion.
Este es el nimero que se visualiza en la pantalla del portaobjetos.
Cada vez que se reinicia la aplicacion CytoVision, la lista se reinicia.

e Siescanea varios portaobjetos del mismo caso, haga clic en el nombre del caso de esta
lista para asignarlo rapidamente en lugar de buscar en el panel de carpetas de casos.
Haga clic en el selector Plantilla de escaneado para seleccionar y asignar una plantilla al
portaobjetos.

Una vez creadas las plantillas, apareceran también en la seccién superior izquierda de la
pantalla de configuracién del escaneado para poder seleccionarlas rapidamente.

e Los nombres de los portaobjetos son opcionales. Si fuera necesario poner un nombre
especifico haga clic en la seccion "nombre" y escriba la descripcion correcta.

e Se pueden seleccionar varios portaobjetos mediante las teclas Ctrl o Mayus. de
Windows con un clic del raton.

Nombre

\ ’ Proceso
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Escaneado de portaobjetos interfase

Captura automatica/diferida 1

Cuando se hayan asignado todos los procesos y plantillas para el lote del
portaobjetos en el microscopio, aparecera una flecha de seleccién debajo
de cada portaobjetos.

Esta es la ventana Deferred Auto-Capture (Captura automatica
diferida) que permite anular la plantilla para separar los componentes
de escaneado y captura automatica.

e Ninguna. (de fabrica) Si esta configurado, el sistema escaneara y capturara
automaticamente el portaobjetos antes de pasar a la siguiente.
- Ajuste estandar para escaneo y captura GSL con engrase automatico.

e Escaneado. Seleccione esta opcion para realizar unicamente el escaneado de la plantilla.
Después de cada escaneado, el sistema se desplazara al siguiente portaobjetos.
- Utilizar en un sistema GSL para revisar manualmente las miniaturas de escaneado
antes de una captura automatica "Diferida".

e Captura. Seleccione esta opcion para realizar Unicamente la captura automatica. Se
selecciona esta opcion si hay células clasificadas (bandera verde) en la lista de
portaobjetos. La opcion Captura seguird las reglas de captura de la plantilla para un
numero determinado de células y opciones de clasificacion.

Nota: Las opciones Scan (Escaneado) o Capture (Captura) seleccionadas manualmente no son
tipicas del escaneo de muestras FISH para muestras interfdsicas, pero son opcionales para el
escaneado metafasico.

Una vez realizadas todas las asignaciones de portaobjetos, casos y plantillas y cargadas las
bandejas en el GSL, pulse el botén Scan (Escaneado) situado en la parte inferior de la pagina Scan
Setup (Configuracion del escaner) para iniciar el proceso de escaneado. El sistema trabajara en
cada una de las combinaciones de configuracién de portaobjetos y plantillas.

Flujos de trabajo de configuracion manual de escaneado

En la practica, esto abarca 2 flujos de trabajo:
1. Escaneado y captura automaticos

Este es el procedimiento de rutina para los sistemas GSL que utilizan la seleccién de escaneo
Metafase Fluorescente e Interphase Finder.

Los portaobjetos se configuran en Configuracién de escaneado; Ninguno se confirma en las
opciones de Captura automatica diferida;

e El primer portaobjetos se escanea con pocos aumentos y se procesa con el clasificador
seleccionado.

e Las células clasificadas se categorizan usando las reglas de clasificacién de captura
automatica de la plantilla.

e El aceite se dispensa automaticamente en el portaobjetos y se inicia la captura
automatica de gran aumento. Las células se enfocan automaticamente y se capturan
mediante el modo de captura configurado y los ajustes.

e Una vez capturado el numero de células seleccionado, la platina se desplaza al siguiente
portaobjetos o a la bandeja y comienza el escaneado y la captura automaticos de ese
portaobjetos.

e El proceso se repite hasta que se completan todos los portaobjetos asignados del lote.
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2. Escaneado con captura automatica diferida (Metafase)

Este procedimiento es opcional para los sistemas GSL que utilizan escaneo de metafase
fluorescente Finder en los que el usuario debe revisar, afadir o eliminar células clasificadas antes de
iniciar la captura automatica.

En la pagina de configuracion del escaneado se seleccionan todos los portaobjetos y en Deferred
Auto-Capture (Captura diferida automatica), la opcién Scan only (Solo escaneado).

e Todos los portaobjetos se escanean con pocos aumentos y se procesan con el
clasificador seleccionado.

e Unavez se ha completado el escaneado, el sistema vuelve a la pantalla de escaneado y
se detiene.

Ahora, el operador tiene la opcién de iniciar inmediatamente el proceso de Captura automatica o
revisar primero cualquier lista de metafases para modificar las células clasificadas que se van a
capturar antes de guardar y volver a la pantalla Escaneado.

e Seleccione el icono Manually Scan Batch of Slides (Escanear manualmente lote de
portaobjetos) para abrir la ventana de configuracion del escaneado.

e Seleccione el boton Deferred (Diferida) que ahora aparecerd en la parte inferior de la pagina.
Todos los portaobjetos que solo se escanearon en el lote anterior (y tienen al menos 1 célula
marcada en verde en su lista) tendran su posiciéon de bandeja y nombre de caso recargados
en la pantalla con la visualizacién de captura "C" establecida.

e (Opcional) Elimine/borre cualquier portaobjeto que no desee capturar. Esto puede
resultar Util después de una revision manual de las listas de metafases y la identificacion
de que no hay nada de calidad aceptable para capturar en algunos portaobjetos.

e Seleccione el botén Scan (Escaneado) para iniciar el proceso de desplazamiento
automatico comparando las posiciones de enfoque 10X.

e Las células clasificadas se categorizan usando las reglas de clasificacion de captura
automatica de la plantilla.

Mediante la captura diferida, el sistema realiza un nuevo mapa de enfoque en el portaobjetos y lo
compara con las imagenes guardadas del escaneado original, aplicando un desplazamiento
automatico que ajusta cualquier pequefio movimiento del portaobjetos o de la bandeja introducido
durante la carga y descarga de las bandejas.

e El aceite se dispensa automaticamente en el portaobjetos y se inicia la captura
automatica de gran aumento. Las células se enfocan automaticamente y se capturan
mediante las reglas de captura personalizada de Post Capture Options (Opciones tras la
captura).

e Una vez capturado el numero de células seleccionado, la platina se desplaza al siguiente
portaobjetos o bandeja y comienza el proceso de captura de ese portaobjetos.

e La captura automatica se repite sin interaccion adicional necesaria hasta que se
completan todos los portaobjetos asignados del lote.

Escaneado de lotes mixtos

Todos los modos de exploracion FISH y captura automatica pueden ejecutarse en un lote mixto en el
sistema GSL.

e «Escanear» solo los portaobjetos completara el componente de escaneado 10x

e Los portaobjetos que se dejen como “None” (Ninguno), completaran los componentes de
busqueda de célula y captura automatica.

Sonda CytoVision DX Instrucciones de funcionamiento, Revision A
© Leica Biosystems Imaging, Inc. 2022 | Pagina 21



Escaneado de portaobjetos interfase

e Alfinal de la primera pasada, los portaobjetos de captura diferida pueden actualizarse en
la pantalla de configuracién del escaneado utilizando el botén Deferred (Diferido) para
cargar los portaobjetos que aun tienen que completar el componente de captura.

e Haga clic de nuevo en Scan (Escanear) para iniciar la captura automatica de los
portaobjetos restantes.

NOTA: Si la configuracién del escaneado y el portaobjetos son manuales, es importante comprobar
que el proceso y las plantillas se corresponden correctamente con los portaobjetos fisicos que se
introducen en el casete del cargador de portaobjetos.

e Parareducir el riesgo de error se recomienda volver a comprobar los portaobjetos y las
configuraciones, o realizar una referencia cruzada con una ficha técnica con las
posiciones deseadas del caso y portaobjetos.

e Eluso de Escaneo de cédigo de barras en portaobjetos etiquetados en los sistemas GSL,
optimiza la eficiencia del escaneado y reduce el riesgo de error en la configuracion del
escaneado.

Escaneado de codigo de barras @

El escaneado de cddigos de barras permite un uso éptimo de un sistema de escaneado

GSL. La asignacion de casos y plantillas se realiza antes de la digitalizaciéon mediante la funcion
Asignar cédigos de barras de portaobjetos o si hay una interfaz independiente del sistema de
informacion de laboratorio (SIL).

e El gestor de codigos de barras se puede utilizar para ver y actualizar asignaciones de
cédigos de barras.

e Para mds detalles e informacién adicional sobre la compatibilidad con cédigos de barras
y sus limitaciones, consulte la Guia del usuario de CytoVision DX.

Asignar configuracion del portaobjetos
Haga clic en el icono Assign Slide Barcodes (Asignar cédigos de barras :“.lll. H
del portaobjetos) de la pantalla Escaneado para abrir la pantalla de

configuracién. |:|

1. Seleccionar plantilla. Se mostrara en la pantalla una ventana con las
plantillas de escaneado disponibles. Aqui pueden crearse otras nuevas,
pero no es el flujo de trabajo habitual.

2. Detalles del portaobjetos (opcional). Una vez resaltada una plantilla, se
puede vincular a una plantilla de datos del portaobjetos guardada si se
necesita informacion especifica del portaobjetos para registrarla antes de
un escaneado; para ello, haga clic en el botén Details (Detalles).

3. Seleccionar proceso. Se mostrard la lista de procesos actuales (se pueden crear nuevos).
Una vez que se selecciona un proceso valido, se activa Manually Enter Barcode (Introducir
codigos de barras manualmente).

4. Escanear codigos de barras del portaobjetos. Para escanear el cédigo de barras
directamente del portaobjetos utilice un lector* de cédigos de barras de mano (los datos del
coédigo de barras de linea pueden introducirse manualmente).

Esto se mostrara en la pantalla con la informacién del proceso y la plantilla para su
comprobacion.

Cualquier cédigo de barras duplicado se mostrara resaltado en rojo. Haga clic en el boton
Manually Enter Barcode (Introducir cédigos de barras manualmente) si el lector de mano no
se ha programado antes para abrir esta ventana automaticamente.

Elood

* Los sistemas de escaneado no incluyen un lector manual de cédigos de barras. Se
recomienda utilizar un lector que admita cédigos de barras 2D completos, como Motorola
(Symbol) DS6707 o equivalente.
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Flujos de trabajo de escaneado de codigos de barras

El menu del texto Barcode Scanning (Escaneado de cédigos de barras) que se encuentra en la parte
superior de la barra de herramientas principal facilita el acceso a los 3 comandos de escaneado o
captura.

Escaneado y captura

Esta opcion funciona igual que hacer clic en el icono Escanear portaobjetos con cédigos de barras
de la barra de herramientas principal.

e (Cada bandeja del casete se carga en secuencia, empezando por la bandeja 1,y cada una
de las 5 posiciones de bandeja se lee en busca de portaobjetos etiquetados con cédigos
de barras.

e Al detectar un cédigo de barras valido en la base de datos, el sistema procedera a
escanear y capturar un portaobjetos cada vez segun las reglas de la plantilla.

Solo escaneado

Esta opcion inicia el portaobjetos del cddigo de barras equivalente a Captura diferida automatica. El
GSL carga cada bandeja de manera consecutiva y lee los detalles del cédigo de barras pero
Unicamente realiza el escaneado de menor aumento de la plantilla para cada portaobjetos.

e Laopcién Scan Only (Solo escaneado) esta destinada para cuando la revisién manual de
las listas de metafases comprueba las células clasificadas para capturar o para
afadir/eliminar células de la categoria con marcado verde.

e Scan Only (solo escanado) no es compatible con el uso tipico de muestras interfasicas.
Solo captura

Solo se utiliza inmediatamente después de realizar un Solo escaneado a los cddigos de barras una
vez que se han revisado o modificado las listas de células apropiadas del area de la region. El
sistema volvera a escanear los portaobjetos con cddigo de barras en el casete y seguira las reglas
de captura automatica de la plantilla de escaneado.

El componente Captura funciona de la misma forma que Captura diferida: el sistema compara las
posiciones del mapa de enfoque 10X con una memoria guardada de dichas posiciones en el mismo
escaneado. Esto permite aplicar una compensacién automatica para cualquier desplazamiento
menor del portaobjetos o la bandeja que se introduzca durante la carga y descarga de las bandejas.

La opcion Solo captura de los cédigos de barras funcionara como esta disefiada si:

e no se ha realizado ningun otro escaneado en el sistema desde que se selecciond la opcién
Solo escaneado de los codigos de barras.

e Los portaobjetos que se van a capturar no se han eliminado o reemplazado en las
bandejas desde que se utilizé la opcién Scan Only (Solo escaneado) de los cédigos de
barras. Se recomienda no desplazar las bandejas a posiciones diferentes del casete antes
de utilizar la opcion Solo captura.

Nota: Cuando se selecciona cualquiera de las opciones de escaneado de cédigos de barras se
realiza una comprobacion del uso de memoria para determinar si se puede escanear un lote
completo de portaobjetos.

e Sieluso de memoria de la aplicacién supera un umbral configurado, se mostrard un
mensaje de advertencia y el escaneo no continuara.

e Laaplicacion debe reiniciarse antes de poder realizar cualquier actividad relacionada con
el escaneado.
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Plantillas de portaobjetos (FISH)

e Abra la ventana Scan Setup (Configuracion de escaneado) y seleccione el icono Assign
Scan (Asignar escaneado) (Slide Template [plantilla de portaobjetos]) para cualquiera
de las posiciones de portaobjetos para ver la ventana Choose a slide Template (Elegir
una plantilla de portaobjetos).

e Sino hay plantillas, haga clic en el boton Create New Slide Template (Crear nueva
plantilla del portaobjetos), de lo contrario, seleccione New (Nueva) para crear una nueva
plantilla o Edit (Editar) para modificar una existente.

Debe utilizarse un nombre de plantilla que describa el tipo de escaneado que se va a realizar.
Normalmente, esto hara referencia a la muestra, como "Sangre FL" 0 "DGO".

Zona de escaneado

Nueva zona

Cubreobjetos

BIEE

Eliminar zona

Movimiento de la platina (desactivacion)

Haga clic en el simbolo méas (+) de color verde para afiadir una zona de
escaneado nueva o adicional a la plantilla existente

e Las areas multiples son tipicas para el escaneo FISH, ya sea para
escanear la misma darea del portaobjetos con los modos de
blusqueda de metafase e interfase o para permitir areas
posicionales separadas de la muestra, cada una hibridada con un kit
de sonda diferente.

Para portaobjetos FISH se debe comprobar: .

e El ajuste del cubreobjetos esta activado para todas las zonas, de lo
contrario el sistema no calculara con precision las posiciones de
escaneado o de captura del enfoque automatico.

e El drea de exploracién que se ajusta para que sea mas pequefia que
la colocacion de la muestra, ya que asi se reduce el riesgo de que .
fallen los puntos del mapa de enfoque si no hay material de muestra
presente.

e Para el escaneo interfasico es habitual establecer solo un area de
escaneo pequefa debido a que se espera una alta densidad de
células clasificadas.

e Parareducir los tiempos del mapa deenfoque y el riesgo de fotoblanqueo en areas mas
pequefas se utilizaran 1 o 5 puntos de mapa de enfoque dependiendo del tamafio y de si
Focus Map: Es Normal o Focus Map: Se selecciona Fast (rdpido).

Una vez que se establece una zona de escaneado en la plantilla, podrd acceder a 3 paneles de
escaneado y captura.

Preescaneado

El preescaneado utiliza la lente objetiva de 1,25x para identificar las caracteristicas de los

portaobjetos bajo la luz de campo claro.
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e Las opciones estandar de preescaneado estan desactivadas para los modos de
escaneado fluorescente.

Escaneado

Esta seccién contiene las opciones de busqueda de células necesarias para permitir un escaneo de
los tipos de muestras;

Scan

Scan Mode: Fluorescent

Finder Application: Interphase finder - | Configure J

Classifier Flinterphase

Objective: 10X -

B : Focus Paints I

e Modo de escaneo: Fluorescente para portaobjetos FISH (requiere la compatibilidad del
microscopio y el filtro).

e Finder Application (Aplicacion de busqueda) selecciona la bisqueda de metafasesy la
blusqueda de interfases

e Clasificador: selecciona un clasificador apropiado para el tipo de muestra.
e Objetivo: 10x por defecto.

e Stop Scanning after (Detener escaneado después): detiene el barrido escaneado una vez
que se alcanza un numero minimo definido de células buenas clasificadas (bandera
verde). Si esta opcidn estd deshabilitada, el escaneado continua en toda la zona
seleccionada.

Esto no es tipico para el escaneado FISH y solo debe utilizarse con clasificadores que
hayan sido optimizados para las muestras del usuario.

Scan (Escanear) > Configure (Configurar)

El panel Configure Finder Application (Configurar aplicacién Finder) da acceso a varias opciones de
configuracion en funcién del tipo de muestra y de su uso.

e El botdn Reset to Defaults (Restablecer valores predeterminados) muestra los ajustes
iniciales de Configuracion.

e Estos son valores tipicos y puede ser necesario modificarlos en muestras reales.

Para el escaneo rutinario el ajuste tipico sirve para:
1. Modifica de los ajustes de area de interfase o metafdsica minima y maxima.
2. Establecer un modo de muestreo (solo buscador de metafases).

Area de interfase minima/maxima

Los objetos situados por debajo del area minima o por encima del drea maxima de pixeles no se
procesaran durante el escaneado para su visualizacion o clasificacion en la lista de portaobjetos.

Area de interfase T

minima

Area de interfase

7 e / 500
maxima ) 400
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e Para el escaneo interfasico, el area minima predeterminada (40) suele ser inferior a la
necesaria y puede aumentarse a entre 80 y 100 sin que cambien las células interfasicas
utilizables.

e Reducir el d&rea maxima (por defecto 500) reducird la clasificacion de grupos de celdas si
estas no son Utiles para la revisién.

Cargar solo clasificadas

e Utilice esta opcién para guardar solo las imagenes de escaneado clasificadas en funcién
del clasificador utilizado.

e Upload Classified Only (Cargar solo clasificadas) debe desmarcarse durante la
configuracién y las pruebas iniciales del clasificador.

e Después de la optimizacion del clasificador, se recomienda activar esta opcién,
especialmente si el escaneado de busqueda entre fases produce muchos objetos de
fondo sin clasificar que pueden ralentizar el escaneo, aumentar el tiempo de
procesamiento e incrementar el tamafio de la lista de escaneo guardada.

Puntos focales (validacién de células)

El panel Cell Validation (Validacién de células) es una funcién de procesamiento de imagenes para el
Mapa de Enfoque de escaneo.

e Serecomienda desactivar la Validacién de células ara las plantillas de escaneo FISH
rutinarias.

e Para mas detalles e informacion adicional sobre la opcién de escaneo de portaobjetos
metafasicos, consulte la Guia del usuario de CytoVision DX.

Captura automatica

Las opciones de AutoCapture (Captura automatica) establecen las reglas para el nimero y el tipo
de imagenes que se van a capturar después del escaneado, mediante opciones de clasificacion
para la calidad adecuada de las imagenes.

e La captura automatica completa solo puede configurarse si se elige un clasificador en la
plantilla de escaneado (el valor predeterminado "Todo" no es un clasificador y muestra
todos los objetos escaneados como no clasificados en la lista de portaobjetos).

e La captura automatica sigue inmediatamente después de un escaneo en los sistemas
GSL que utilizan engrase automatico, a menos que se utilice el flujo de trabajo de
captura automatica diferida.

A menos que todas las células sean necesarias (normalmente solo para portaobjetos de metafase si
Unicamente se ha llevado a cabo una revision manual), desmarque la opcién Capture all cells
(Capturar todas las células) y seleccione las reglas que desee para el tipo de muestra.

Interphase AutoCapture

Para las muestras interfasicas, el nimero de imagenes a capturar se define en el panel de captura
automatica.

Debe establecerse un clasificador de interfase adecuado en el panel de exploracién de la plantilla de
portaobjetos para que las células clasificadas y marcadas en verde estén disponibles para la
captura y la opcién Perform AutoCapture (Realizar captura automatica) sea seleccionable.

Sonda CytoVision DX Instrucciones de funcionamiento, Revision A
© Leica Biosystems Imaging, Inc. 2022 | Pagina 26



Escaneado de portaobjetos interfase

Existen tres Modos de Captura para la captura rutinaria de imagenes FISH en los sistemas de
escaneo CytoVision DX: Probe (sonda), ProbeAuto y Spot Counting (recuento de puntos).

—

Debe estar familiarizado con los procedimientos manuales de captura de la sonday los

fluorocromos.

2. Captura automatica requiere una lista de fluorocromos o ensayo de puntos que se haya
creado y guardado previamente. Esto enlazard con los nombres de los fluorocromos, los
ajustes de la pila Z y la configuracion de filtros y colores.

3. Cada modo tiene un ajuste Objetivo: para seleccionar la lente de gran aumento utilizada
para la captura automatica, normalmente 63x para mejorar el campo de visidn y los efectos
de intensidad.

4. El estado Autocamera setup (configuracion de la camara automatica) determinard como se

capturan las imagenes a gran aumento durante la captura automatica;

e Activo (marcado): Para cada canal a capturar, el sistema realizara un ajuste de la cdmara
automatica (exposicién) basado en la intensidad de cualquier fluorescencia presente en
el campo de visién.

e Inactivo (sin marcar): Para cada canal que se va a capturar, el sistema utiliza los valores
fijos de la camara que se guardaron por ultima vez en la Lista de Fluorocromos de la
pantalla de captura.

Existen otras opciones de visualizacién y seleccién en funcién del modo especifico seleccionado.

Modo de captura de la sonda:

Este modo de captura creara imagenes para su andlisis a través de la pantalla principal de inicio de
la aplicacion.

AutoCapture

[+ Parfarm AutcCapture

Capture all cells

'Cgp'.ur: upte 10 £ells, ordered |[:csc:nd|rlg "' on | Circ -

Autocameea setup [ Setup using Average [ 0 | Frames
Ohbjective: lGEK = |

Capture Moda: |p"-_-,he vl

Fluorachrome list |DAF‘1-Gr\een v |

Past capture options: |FlAuto ']

e Capturar todas las células o Capturar hasta n células: - el usuario puede definir cuantas
células son necesarias para la captura y en funcién de un criterio de clasificaciény
ordenacion.

e Lista de fluorocromos: - Enlaza con una lista de captura de sonda creada y guardada
previamente.

e Opciones tras la captura. - utiliza las plantillas Personalizar captura para que el usuario
defina cémo desea que se capturen las imagenes. Estas plantillas deben haber sido
preconfiguradas en la ventana Customize (Personalizar) de la pantalla de captura.
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Modo de captura de ProbeAuto:

Este modo de captura creard imagenes framelist.

Capture up ta 10 frames ordered Descending ¥ | on | Circ L

Cbjective: 63X -

Capture Mode Probelfuto v

Autocamera Setup Setup on counterstain Setup on probe Setup using Average [ | 0 Frames

Save 7-Stacks

Fluorochrome list: DGO-z >

Las opciones de postcaptura no se utilizan. Estan disponibles las siguientes opciones adicionales:

e Configuracion de la contratincion: Mejora el célculo de exposicidon de Autocamera Setup
(configuracion de la cdmara automaética) en canales fluorocromaticos al trabajar solo en
las dreas que contienen sefial DAPI (mdscara de contratincion) y verse menos afectado
por restos fluorescentes fuera de la célula.

e Configuracién de la sonda: Mejora el calculo de la exposicién de la configuracién de la
camara automatica en canales fluorocromaticos utilizando un calculo basado en el
tamanfo para que se vea menos afectado por los restos fluorescentes brillantes dentro
de la célula.

e Configuracion mediante promedio: Captura los n primeros fotogramas utilizando el
calculo automatico estandar de la exposicién para obtener un valor medio de integracion
de fluorocromos para todos los fotogramas restantes.

e Guardar una pila Z: Guarda cada imagen de la pila de fluorocromos junto con la
proyeccién maxima.

Modo de captura de recuento de puntos:

Este modo de captura creard imagenes en formato framelist.

Objective: 63X w
Capture Mode SpotCounting
Autocamera Setup Setup on counterstain Setup on probe Setup using Average [ ] 0 Frames

Save Z-Stacks

P
e

DGO Select Spot assay
-

Los ajustes son los mismos que para ProbeAuto con los cambios adicionales;

e Seleccionar ensayo de puntos: abre el panel Assay Selector (selector de ensayo) para
elegir un ensayo apropiado que contenga los nombres de los fluorocromos utilizados
para construir la lista de captura, los ajustes de pila Z y los parametros de parada de
captura automatica.

e Lista de fluorocromos no se puede seleccionar. La lista de captura y la configuracion de
los fluorocromos se establecen en el ensayo de puntos y se vinculan a los fluorocromos
de la "Build List» (lista creada).

Nota: Si hay algin nombre de lista en la lista de Fluorocromos o en los paneles de opciones de
postcaptura esto significa que el drea de escaneo ha sido previamente configurada para el modo
sonda o sonda automatica donde estos son requeridos.
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Se recomienda crear una nueva area para las operaciones de recuento puntual para mantener estas
areas en blanco.

Visualizacion y ajuste de la imagen

La imagen en vivo de la parte derecha de la pantalla cuenta con
los controles de platina y enfoque, que podra utilizar para
comprobar la posicion de la zona de escaneado y confirmar la
configuracion de la cdmara que se utiliza con el enfoque
automatico de 10X (Escaneado).

Es aconsejable cargar un portaobjetos tipico al usar la plantilla
por primera vez para comprobar que los valores de la camara
calibrada y la posicién de enfoque son aceptables.

......

Nota: Los ajustes de la cdmara utilizados durante el escaneo se ... . i

. L0 e

determinan durante el mapa de enfoque de el escaneo y no
deberia ser necesario ajustar rutinariamente la visualizacién de la imagen en directo en la plantilla.

e Lalntensidad de laimagen en vivo y la posicién de enfoque se determinan a partir de la
calibracion del sistema, que se espera que muestre una imagen visible cerca del plano
focal de la muestra sin ajustes significativos para los portaobjetos de rutina.

e Silaimagen es bastante oscura, brillante o esta muy lejos del enfoque, esto puede
indicar que la calibracién no es correcta y puede ser necesario repetirla.

Si los botones Auto Camera (Camara automatica) o Record Z (Registro Z) aparecen en color rojo,
esto indicara que utilizan la configuracion de los sistemas calibrados; esto es normal y esperado
para el escaneo rutinario.

Slide Carnera Settings Focus

Ve N

r - e . B
| Load Slide ‘ Auto CameraJl Reset J | Auto Focus J Reset J
1%

Record Z
o

Si los botones Auto Camara (camara automética) o Record Z (Registro Z) aparecen en verde, esto
indica que han sido modificados previamente en la plantilla y que ahora estan utilizando valores

guardados solo para esta plantilla.

Slide Camera Settings Focus
k i

: ? w N p p \
| Load Slide ‘ Auto Camerg| Reset J ‘ Auto Focus H Reset J
L

Record £ |
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Al cambiar los valores de la camara automatica se omitiran los valores de calibracién de escaneado
de la camara (fluorescente) y se utilizaran los ajustes de la plantilla sélo para las rutinas del mapa
de enfoque de escaneado.

e Esto ha sido disefiado para utilizarse cuando se espera que los valores de la muestra a
usar con esta plantilla sean distintos de los de la calibracion estandar, como muestras
fluorescentes con tincion DAPI difuminada o débil.

e No se espera que las muestras de campo claro requieran valores especificos de la
camara para la plantilla.

El cambio del Registro Z (Posicion de enfoque) solo debe realizarse si la plantilla se va a utilizar en
un portaobjetos o tipo de muestra especifico en el que el plano de enfoque de la muestra es superior
o inferior al tipo de portaobjetos de rutina, por ejemplo, debido a una diferencia fisica en el
portaobjetos o cubreobjetos, el material o el grosor de la preparacion.

Sonda CytoVision DX Instrucciones de funcionamiento, Revision A
© Leica Biosystems Imaging, Inc. 2022 | Pagina 29



Escaneado de portaobjetos interfase

e La posicién de enfoque solo afectard al mapeo de enfoque de escaneo y al escaneo, no
tiene efecto en la rutina de enfoque de captura automatica de gran aumento.

Después de cualquier actualizacion de la calibracién de escaneado de Slide Templates

fluorescencia, todas las plantillas de escaneado que hayan modificado los valores

de la cdmara o del enfoque apareceran con un simbolo de advertencia en la L) 1iia s

pantalla de configuracién del lote de escaneado, indicando que pueden estar 0 411

utilizando ajustes que ya no son apropiados para el sistemay que deben [ 1123

comprobarse o «reiniciarse».

Revision de las listas de interfase a List
—F

Las imagenes escaneadas se guardan en una lista de portaobjetos que se muestra en el
navegador, en la carpeta de la célula.

Las listas de portaobjetos solo pueden cargarse y visualizarse en la pantalla de revision y se utilizan en
e Creacion o edicion de clasificadores de escaneado.

e Consulte la Guia del usuario de CytoVision DX para obtener informacion general sobre la
visualizacion y el control de la pantalla Review (revision).

En el caso del escaneado fluorescente, normalmente esto solo se utiliza para revisar la precision de
los clasificadores de células.

L RN
& ....I.....
filE v
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-
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| Vista de notas (Interfase)

Haga clic en el icono Notes (notas) para sustituir la vista del navegador por una tabla de datos con
informacién y medidas de cada miniatura de la ventana principal.

Id | Height| Area | CMP| Circ| Perimeter| HWRatia | R
1 15 100 829 687 49 933 1
3 20 165 863 745 65 gh0 s
B 16 114 829 688 &2 1000 3
T 19 183 879 772 b8 1000 4
P P P PO P P a2 e

La mayoria de las columnas de la tabla contienen medidas calculadas del procesamiento de la
imagen al que se someten las imagenes en miniatura.

Cada columna puede utilizarse para clasificar/ordenar la visualizacién de miniaturas de
imdagenes en pantalla y vincularse a la plantilla de portaobjetos como orden de
clasificacién para la captura automatica en el modo de sonda estandar.

Las mediciones no tienen correlacién directa con la calidad de las células y s6lo son
relevantes para el entrenamiento del clasificador.

Las columnas mds importantes para el uso de interfase son:

Cell ID (Identificador de célula). Cada célula se numera en el orden en que se encuentra
durante el escaneado. Esto se convierte en un nimero de identificacion unico de la célula
y no se puede eliminar ni cambiar, independientemente de cualquier clasificacion utilizada.
Este nimero se incluye como parte del nombre de la célula para cualquier célula creada a
partir de una captura automatica de modo de sonda.

EF. Muestra la posicién unica de England Finder para cada célula tal como se utiliza para
las opciones de captura automatica y las funciones de conversién de coordenadas. Se
incluye como parte del nombre de la célula para cualquier imagen creada a partir de una
captura automatica de sonda y se guarda como metadatos en una lista de marcos de
ProbeAuto y se muestra en la pantalla Frame View (Vista de marcos).

Area Area de la célula en pixeles. Util para determinar si se requiere un ajuste de area Min
0 Max en la plantilla de escaneado.

Circ. Circularidad, una opcion de clasificacion para la captura automatica de la sonda
interfasica.
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‘ . Vista de portaobjetos (Interfase)

Al hacer clic en el icono Slide (portaobjetos) se sustituye la vista Navegador ALt
o Notas por un grafico de portaobjetos que muestra el drea de escaneado y la
indicacién de las células que se han identificado durante un escaneado.

Al ocultar o mostrar las diferentes banderas de miniaturas para el escaneado, las
posiciones de las células se mostrardn como una superposicién en el grafico de

portaobjetos.

+

$
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Clasificadores de escaneado

El Software de Aplicacién incluye clasificadores por defecto FIMetaphase y FLInterphase rl
para muestras de fluorescencia.

adf

= B E
=1 Ll f =
[ -

Los clasificadores se asignan a una plantilla de escaneado para escaneados rutinarios, creando una
lista de captura de las células marcadas en color verde.

El sistema también permite en todo momento la aplicacion de diferentes clasificadores
en la pantalla Review (Revision) , independientemente del clasificador que se utilizara
para el escaneado del original.

Haga clic en Apply Classifier (Aplicar clasificador) de la barra de herramientas principal.
Se muestra una lista de los clasificadores del usuario.

Seleccione el clasificador que desee y haga clic en OK (Aceptar), las miniaturas de la
pantalla Review (Revisidn) se volveran a procesar con los nuevos pardmetros del
clasificador con la seleccion de marca de color verde automatica de las células mas
adaptada a las imagenes que se utilizan en la preparacion de clasificadores.

De esta manera se puede volver a clasificar una lista de escaneado en cualquier
momento sin necesidad de volver a escanear el portaobjetos. Esto resulta especialmente
util durante la preparacion inicial en el sistema y la evaluacién de un nuevo clasificador.

Normalmente no es necesario actualizar o preparar nuevos clasificadores para el escaneado FISH,
aunque esto es opcional para probar o acomodar el rango esperado de variacién de muestras
encontrado durante la preparacién de portaobjetos entre diferentes sitios de usuarios finales.

Se recomienda afiadir (anexar) al clasificador existente imagenes adicionales
procedentes de escaneados realizados después de las instalaciones del sistema para
optimizar ain mas los clasificadores, o crear nuevos clasificadores utilizando
unicamente datos de escaneado de muestra del usuario.

Para las muestras de metafase FISH, esto acomodara el rango esperado encontrado de
la variacion de la muestra durante la preparacion del portaobjetos de la en los distintos
sitios de los usuarios finales.

Directrices para la formacion y edicion de clarificadores \) ﬁ

Cuando «prepare» un clasificador a partir de una lista de portaobjetos

(escaneado), todas las células que se encuentren en ese momento en las clases

Verde o Blanco se colocaran en el clasificador seleccionado.

asegurese de que solo las células que desea y ha revisado estan presentes en las
banderas verde o blanca (afiadir cero células como verdes o blancas esta bien).

Las células con bandera azul y roja de una lista de escaneo no se afiaden a un
clasificador, pero puede mover las células a azul o rojo durante la edicion posterior del
clasificador para evitar que se utilicen sus datos.

Las células azules no son utilizadas por el procesamiento de la imagen, por lo que puede
poner cualquier célula ahi y moverlas entre verde o blanco como parte de la prueba para
ver los efectos.

Una vez colocada una célula en la clase roja, se borrara si se guarda el clasificador (a
menos que tenga el icono de una camara, lo que indica que fue capturada
automdaticamente antes de ser afiadida al clasificador).

Los ejemplos de células buenas (verdes) y malas (blancas) son necesarios para la precision, cuando
edite un clasificador compruebe que
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e La bandera verde no contiene imagenes con agrupaciones de células o restos amplios o
intensos.

e Labandera blanca contiene imagenes de «no células» (restos, marcas, intensidad de
tincién atipica, cimulos, artefactos, etc.).

e La clase blanca no contiene células «buenas».

Errores comunes en la preparacion de clasificadores.

1.

Durante la preparacion del clasificador, todas las imagenes de bandera blanca no se pasaron
primero a la clase de bandera azul (en espera) antes de la seleccion de células verdes y
blancas especificas.

- El clasificador tiene demasiadas células de bandera blanca, mas del doble que de verde

- El clasificador tiene metafases en la clase de bandera blanca.

Durante la preparacion del clasificador sélo se tuvieron en cuenta las células buenas y no se
anadieron células blancas
- El clasificador solo tiene células de bandera verde, o mas del doble de blancas.

Las células seleccionadas como «buenas» para la preparacion no comprobaron los objetos
no cromosomicos dentro del desplazamiento de la «caja de captura». Todo lo que se
encuentre dentro del limite estara afadiendo sus mediciones a los datos de la célula y puede
diluir los valores cromosémicos reales de los datos de la preparacion.

- La bandera verde contiene células de variacion metafdsica extrema.

- La bandera verde contiene imagenes con nucleos grandes/oscuros dentro de la caja de
captura.

Nota: Los clasificadores de metafase son mas sensibles a estos problemas que los clasificadores
de interfase.

Preparacion (adicién) de clasificadores ﬁ ‘

Para actualizar o crear un clasificador nuevo, utilice portaobjetos escaneados con
células tipicas par el tipo de muestra.

e Realice un escaneado con el clasificador Everything (Todo)
e Vaya ala pantalla Review (Revisién) y abra el proceso, que cargara la lista de metafases

e Elija Select All (Seleccionar todas) células y marquelas como Nonspecific (Sin
especificar) (marca de color azul), de esta manera no afadira células inadecuadas al
clasificador por error.

e Seleccione 5-15 miniaturas de la calidad deseada (células «buenas») y marquelas en
color verde. No afiada mds que estos de un portaobjetos, ya que puede sesgar
artificialmente el clasificador.

e Seleccione un nimero de imagenes equivalente para utilizarlas como ejemplo de células
"malas" en el clasificador y marquelas con el color blanco (Unclassified [Sin clasificar]).
Deben ser miniaturas que no contengan restos grandes/intensos ni células buenas.

e Confirme que solo las células que ha elegido se encuentran en cada una de las clases de
marcado verde o blanco.

e Haga clic en Train (preparar) (icono Table [tabla]);
- Para crear un nuevo clasificador seleccione New (Nuevo) e introduzca un nombre para
el clasificador en el campo Current selection (Seleccion actual).
- Para actualizar un clasificador actual seleccione Existing (existente) y Append (Anexo)
para pasar las nuevas células a un clasificador actual (no sobrescriba a menos que
desee reemplazar completamente los datos del clasificador antiguo mientras conserva
su nombre).
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e Haga clic en OK (Aceptar). Se crea el clasificador y la vista vuelve a la lista de miniaturas
para la lista de escaneado cargada.

e Repita hasta que haya 100-200 células de color verde y blanco para la operacién de
clasificacién rutinaria para cada tipo distinto de tipo de muestra.

Edicion de clasificadores ‘ \

Un clasificador es realmente una lista de escaneado para varios casos, contiene todas las
imagenes marcadas en color verde y blanco que se utilizaron para crearlo y actualizarlo. Es posible
revisar y modificar el contenido del clasificador para asegurarse de que se ha usado el nimeroy la
calidad correctos de imagenes.

e Haga clic en el icono Edit (Editar)

e Seleccione el clasificador deseado y se activaran los botones Delete (Eliminar) y OK
(Aceptar).

e (Al seleccionar la opcién Delete (Eliminar) aparecera un mensaje de confirmacion, esta
opcion eliminara permanentemente el clasificador y todos sus datos).

e Seleccione OK para cargar las miniaturas de la imagen del clasificador (si tiene una lista
de portaobjetos activa abierta se le pedira que la guarde para ver las imagenes del
clasificador).

e Revise o modifique las imagenes en miniatura segun sea necesario

e Seleccione Save (Guardar) para cerrar la visualizaciéon en miniatura y guardar cualquier
cambio

El clasificador puede ser modificado de la misma manera que cualquier Lista de escaneado, las
células pueden ser reclasificadas para cualquiera de las 4 clases de color,

e Solo se utilizan las categorias de bandera Verde y Blanca para los pardmetros del
clasificador.

e Laclase bandera azul estara disponible para futuras ediciones, pero no se utilizaran en el
funcionamiento del clasificador.

e Las células marcadas en rojo (excepto las que se hayan registrado como
autocapturadas) se borraran permanentemente al guardarlas.

Ordenacion Mas cercana para la captura automatica

La ordenacidn de células en un clasificador permite utilizar la opcion de ordenacion Nearest
Neighbour (Vecino mas préximo) de la plantilla de portaobjetos.

e Para su uso con muestras en metafase, consulte el manual de instrucciones del
cariotipador CytoVision DX.

Captura automatica

Para obtener informacién sobre la configuracién de la cdmara y la captura, consulte la seccién
Captura FISH (Manual)

Captura automatica M\
La captura automatica se inicia tras el escaneado 10x y la clasificacién de células.

e Las células clasificadas (bandera verde) se mapean en el drea de exploracién y luego se
utilizan para calcular qué células capturar (modo Sonda) o para seleccionar las areas
(fotogramas) que contienen las células para su captura (modos ProbeAuto y
SpotCounting [recuento de puntos]).
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e Laaplicacidon cambia automaticamente a la pantalla de captura, se reubica en la primera
célula o fotograma e inicia el proceso de captura, mostrando un panel de progreso de la
captura automatica.

e Una vez capturado el numero correcto de células, el sistema pasara al siguiente
portaobjetos.

e Se puede utilizar un botén de pausa en el panel de progreso de la captura automatica
para permitir la interaccién manual con los ajustes de la cdmara o del filtro
(normalmente no es necesario).

e Siestd en pausa, se puede utilizar el botdn Next (Siguiente) (portaobjetos) si no es
necesario seguir capturando en la diapositiva actual, o el botén Stop (lote) para omitir
todas los portaobjetos restantes.

Opciones de captura automatica

El modo de captura automatica de la sonda estd vinculado a las opciones de una Plantilla
personalizada (Opciones de captura posterior). Las reglas de captura habituales son:

e Configuracién automatica de la camara
e Umbral automatico

e Umbral cero

e Extender contraste

e Guardar imagen sin procesar | 1 I

Captura diferida manual

Cualquier portaobjetos que tenga una Lista de Escaneado puede ser
capturada automaticamente iniciando una captura diferida manual;

-

e Abra la ventana de configuracién del escaneado y asigne el nombre del proceso para el
portaobjetos.

e Haga clic en la flecha de seleccién de la captura diferida.

e La seccion Capture (Captura) mostrara qué portaobjetos en el proceso tiene una lista de
escaneado que puede seleccionarse para la captura automatica.
- Seleccione la lista correcta del portaobjetos en el GSL.

e (Opcional) haga clic en Set Offset (Ajustar compensacion) para cargar la bandeja y ajustar
una compensacion manual para las células con aumentos pequefos que se van a
mostrar. Una vez ajustado, cierre la ventana.

e Haga clic en Scan (Escaneado) para iniciar el proceso de captura como se indica
anteriormente.

NOTA: Tenga en cuenta que los portaobjetos que se han eliminado de la platina después del
escaneado necesitaran un ajuste de compensacion, ya que es muy poco probable que el
portaobjetos esté en la misma posicion de la bandeja que cuando se escaned.

e La «captura diferida manual» no es un procedimiento pensado para varios portaobjetos a
la vez ni para ningun uso rutinario del flujo de trabajo de muestras fluorescentes.
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La pantalla de captura manual estandar contiene herramientas para interactuar con el hardware de
la camara y el microscopio motorizado para ver y capturar una imagen de sonda en una carpeta de
la célula en el navegador.

En un sistema GSL es necesario utilizar el flujo de trabajo de captura estandar manual para
confirmar la respuesta del hardware, configurar los ajustes de software 6ptimos para la calidad de
imagen y crear y guardar las "Opciones de postcaptura” (plantillas de personalizacién de captura)
que se utilizan en la captura automatica.

La pantalla de captura tomara por defecto el tGltimo modo de captura seleccionado en el
arranque; para comprobar o cambiar esta opcion utilice el botén Capture Mode (Modo de
captura).

e Sonda: para la configuracion, comprobacion y captura manual de imagenes de
portaobjetos tefiidos de fluorescencia en metafase, interfase o material celular con uno o
mas canales de sonda de ADN.

e Recuento de puntos: para la captura de imagenes de metafase tefiida de fluorescencia,
interfase o material celular con uno o mds canales de sonda de ADN. Las imagenes se
guardan como una lista de marcos con procesamiento de imagenes automatizado
mediante un ensayo de puntos.

e M-FISH: para la captura manual de células metafdsicas en portaobjetos tefiidos con
fluorescencia con miltiples canales de sondas de ADN en una combinacién especifica
de cromosomas para el andlisis del cariotipado.

Los sistemas CytoVision DX utilizan una camara monocroma para capturar las imagenes. Para crear
la visualizacién de la imagen de la sonda en color, es necesario capturar los fluorocromos
individuales del portaobjetos, pseudocolorearlos y superponerlos, produciendo una imagen
compuesta multicanal en color.

e (Cada canal fluorocromatico separado necesita tener valores preestablecidos para el
color y el filtro del microscopio que se establece y guarda a través del panel de seleccién
de fluorocromos.

Control del objetivo i -
> U A

En la captura manual, la aplicacién utiliza la posicién de la lente del objetivo del b

microscopio del panel "Objetivos" para actualizar el aumento.

Cuando la aplicacion se inicia, pasara por defecto a la lente configurada en la posicién 1. En los
microscopios motorizados, se trata del objetivo de 10 aumentos

e Sise utiliza el panel tactil LCD del microscopio para cambiar las lentes de los objetivos,
el software no identificara que el aumento ha cambiado y sequird utilizando el valor de la
posicion 1.

e Para cualquier trabajo de captura manual, también/solo debe cambiar el objetivo
utilizando el panel Objectives (Objetivos) antes de la captura. Para que no se
malinterprete este valor.

e Aparecera un mensaje de advertencia en pantalla si al iniciar el procedimiento de captura
se sigue ajustando un aumento de objetivo inesperado.
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Captura de la sonda: Descripcion general del procedimiento:

e Nueva célula. Crea una celda vacia en el Navegador lista para su captura

e Envivo. Muestra la imagen de la camara en la ventana visualizacién principal.
- se desplaza automaticamente al filtro del microscopio para el fluorocromo
seleccionado
- activa el obturador de fluorescencia para iluminar el portaobjetos

e Captura. Adquiere la imagen en vivo y la envia para Modificar el opcional umbral
opcional.

1. Elija el casoy el portaobjetos en el navegador y haga clic en New Cell (Nueva célula).

2. Cree o cargue una Lista de Fluorocromos preguardada apropiada para la muestra.

3. Localice un area de muestra en el portaobjetos del microscopio y haga clic en Live (En vivo)
4

Ajuste la configuracién de la cdmara (Auto setup), compruebe la visualizacion de la imagen
y capturela.

5. (Opcional) Threshold (Umbral) para eliminar el fondo oscuro alrededor de los objetos de la
imagen.
6. Pulse Live (en vivo) para el siguiente canal fluorocromo del portaobjetos.

7. Ajuste la configuracion de la camara (Auto setup [configuracién automaética]), compruebe la
visualizacion de la imagen y capturela.

8. Repita la operacién para los canales de fluorocromo restantes.
9. Haga clic en New Cell (Nueva célula) para la siguiente imagen.

No...

e .. mueva la lente del objetivo a mano sin utilizar el panel Objectives (Objetivos) para
confirmar el aumento correcto de la lente de captura.

e .. ajuste manualmente la exposicion, deje que el sistema lo calcule con Auto Setup
(Configuracion automatica).

e ... mueva la platina o enfoque antes de completar todos los canales de la Lista de
Fluorocromos.

Controles de captura

La imagen en vivo se mostrara en la ventana visualizacién principal de la pantalla de captura. Debajo
de esta imagen se encuentran los controles de captura

e Cuando se selecciona el modo de captura con sonda, se abre el panel de seleccién de
fluorocromos para seleccionar o crear listas de captura.

e Para cada fluorocromo, el panel Capture Setup (configuracion de captura) permite
acceder a los controles de la camara, el filtro y la [dmpara fluorescente.

Nueva célula + En vivo

El botén New Cell (Nueva célula) crea una nueva carpeta en el maletin donde se guardara la imagen.

Una vez localizada una imagen, el botén Live (en vivo) muestra la vista de la cdmara en la ventana
principal utilizando los ajustes configurados de filtro de microscopio y lampara
fluorescente/obturador.

e Sies necesario, desplace la platina del microscopio para colocar la muestra en el centro
de la ventana principal y garantizar el centrado de la imagen.
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Configuracion automatica de la camara
La captura rutinaria debe realizarse utilizando la configuracién automatica de la camara para
optimizar la exposicién de la cdmara y el rango de contraste mostrado en la imagen.

e Los valores finales de la imagen se basaran en la intensidad de fluorescencia,
determinada por la calidad de la muestra, el tipo de filtro y la fuente de luz fluorescente.

e Cualquier lavado de color rojo y azul que se vea en la imagen indica saturacion de color.
Para la captura FISH la recomendacidn es tener un poco de saturacién roja en el material
de la muestra (contratincion o sefiales) con el fondo oscuro o con solo una pequefia
cantidad de saturacion azul. para mejorar el contraste.

e La cantidad de saturacidn de rojo/azul en la imagen en vivo se modifica utilizando el
panel Autosettings (Autoajustes) en Configuracion de captura.

Para la activacién manual, pulse la casilla de verificacion situada junto a la barra de contraste o use
la funcién “Personalizar” de la configuracién automatica de la cdmara, que inicia los ajustes de la
camara al pulsar el botén En vivo.

e Cualquier valor de las Configuraciones automaticas se aplicara inmediatamente.

e La configuracion automatica fallara si la luz de fluorescencia esta apagada o ajustada a
una intensidad muy baja.

e La configuraciéon automatica puede fallar si la sefial de fluorescencia de la muestra tiene
baja intensidad o contraste.

Lista de capturas

El modo de captura de sonda abrira un panel de seleccion de fluorocromos utilizado en la
configuracion y captura.

Capture Mode

[T Brghafedd

™ Fucrescert Countestain Flunrachiome Captured

[¥ Frobe [ 7 ¥ Dit

[T CGH

™ MFSH r [™ Spestim Green %

[~ RsFISH r [T Spectum Fed g

™ SpetCounting

= I | [ BRfucrs

:1—'—|— [~ Auto sequence

Buld List Load List Delele Save List

Aqui puede crear una lista de los fluorocromos del portaobjetos y seleccionar la contratincién (por
ejemplo, DAPI) que requiere la aplicacion durante el proceso de captura y para el trabajo de andlisis
posterior.

Para afiadir nuevos fluorocromos a la lista de captura seleccione el comando Build List (crear una
lista). Aparecerd un menu con una lista de fluorocromos disponibles y preprogramados.
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Haga clic en los que desee para su Lista de Captura'y Default Fluorachrome List x
seleccione Add (Aiadir) para cada uno de ellos.
e Construya la lista en el orden en que desea s Cy3 .-
capturar la célula, con la contratincién en Eﬁgﬁ
primer lugar. DAPI
) ) DAF Giey
e Marque la casilla correspondiente a la Eﬁ%ﬁ
contratincién correcta. Spectium Aqua
Spectium FRed
e Para cada nombre de fluorocromo compruebe Fen b £k =

y modifique los ajustes seguin sea necesario a Dane Hew

través del panel Capture and Fluorochrome
Setup (configuracion de captura'y
fluorocromo).

e Utilice Save List (Guardar lista) para crear una Lista de fluorocromos que pueda
vincularse a una plantilla de exploracién para los modos de captura Probe (Sonda) y
ProbeAuto.

Nota: Si desea conservar los valores de configuracion ajustados, deberd guardar la lista después de
realizar los ajustes.

Captura y configuracion de fluorocromos I;f

La configuracion de captura abre una ventana de control de la camara y del hardware. an
Haga clic en la casilla Advanced (Avanzado) para acceder a las posiciones del filtro dicroico y a los
controles avanzados de la camara para modificar la configuracion.

L T N L e T ™)

e Color: Establece el color de superposicion para el

fluorocromo utilizado en la captura. DAl - Coloe |

e Dicroico: Configura el filtro del microscopio utilizado ————————— —
durante la captura del fluorocromo. Dichras= | & DAFI

Ambos deben configurarse y guardarse utilizando la opcién Save as Default (Guardar como
predeterminado) antes de cualquier operacion de captura manual o automatica para cada
fluorocromo que se vaya a utilizar en una lista de captura o ensayo de puntos.

Portaobjetos de la camara | y &

La ganancia, el desplazamiento y la exposicion se ajustan o
automaticamente mediante la configuracién automatica o

pueden visualizarse y modificarse manualmente mediante las 3 [ ——— 0 0020
barras deslizantes.

El ajuste manual de los controles deslizantes (a través de la ventana Capture Setup [Configuracion
de la captura]) no es necesario, a menos que falle Auto Setup (Configuracion automatica) o la
imagen contenga muchos objetos de fondo que puedan alejar el contraste de las células o las
sefiales.

Brillo (ganancia de la camara).

e En caso de que sea necesaria mas (o menos) saturacién de color rojo en una Unica
imagen, se puede ajustar manualmente el control deslizante de brillo.
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Cualquier color rojo en la imagen en vivo se mostrara como blanco en la imagen
capturada antes de la aplicacién del pseudocolor.

La saturacién en rojo de las sefiales de la sonda puede dar lugar a una presentacién de
color mejorada y mas "intensa", lo que resulta util para la presentacion visual de la sefal.

Una saturacién excesiva provocara la pérdida de cualquier informacién relativa o
cuantitativa que sea Util para un andlisis posterior (como el bandeado DAPI en
cromosomas metafdasicos).

Negro (desplazamiento de la camara).

En caso de que sea necesaria mds (0 menos) saturacion de color azul en una Unica
imagen, se puede ajustar manualmente el control deslizante del negro.

Cualquier color azul en la imagen en vivo se mostrara como negro solido en laimagen
capturada.

La saturacién azul en el fondo oscuro de la imagen mejorara el contraste final de la
imagen, pero no debe extenderse a toda la imagen.

Exposicion (integracion de la camara).

No se recomienda el ajuste manual de la barra deslizante de exposicién para la captura
rutinaria, debe utilizarse siempre la configuraciéon automatica para lograr la mejor
exposicion.

Para las muestras fluorescentes la exposicién maxima depende de la intensidad pero
siempre debe ser 0,005 como minimo (5ms).

Auto-settings (Configuraciones automaticas)

Auto-settings (Configuraciones automaticas) modifica los resultados de la configuracién
automatica de la camara para exagerar la cantidad de saturacion de color azul o rojo en la imagen
en vivo definitiva. Los canales fluorocromaticos individuales pueden ajustarse por separado segun
sea necesario.

Para mejorar la visualizacion de la intensidad de las imagenes FISH se sugieren los siguientes

valores;
[ ]

Ajuste el valor maximo (rojo) a (+) 3- 5, para aumentar la intensidad de la sefal.
Ajuste el valor Min (azul) a (+) 0,5, oscureciendo el ruido de fondo.
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Configuracion de la lampara fluorescente

El panel de control de la lampara fluorescente Xylis/X-Cite puede abrirse " ¥ Advanced
haciendo clic en el icono de la lampara en el panel de configuracién de
Gamma

captura (el conmutador "Avanzado" debe estar activo para verlo).

Flugrescent Lamp Autasetlings =
Flucrescent Lamp o

au= @y - O

™ Lamp
I~ Aam I~ Alam -
Uy [ Shatter Home [ ¥ Shutter Home 2.5k
™ Lamp Ready ! — I Lamp Ready
W Lock | W Lock
Cho CATY ' Clear Alam -
intensdty (%) intenaity (%)
100 |
g |
o - - )
[~ Exposure | ! L
Exposure {seconds) | Expusure
1 ™ Tirmed Expose Exposure (seconds)
: ! lﬂ?i [~ Timed Exposure
1~ Information I
Software Version
[ | Information
L | Software Version Lamp Age (Hours)
| == i |
Xylis LED XCite PC120

El panel de ldmpara fluorescente puede utilizarse para comprobar el funcionamiento de la ldmpara
durante un procedimiento de captura manual.
e El botén Obturador de este panel funciona como una palanca para abrir y cerrar el
obturador.
e Los controles de exposiciéon muestran la intensidad de la [Ampara y los tiempos de
exposicion.
- se suele utilizar al 100 % de intensidad para los trabajos rutinarios de exploracion y
captura de FISH
e Las casillas de estado muestran en qué estado se encuentran las distintas partes de la
lampara.
Los sistemas que utilizan una unidad XCite PC 120 también disponen de control de [dmparas;
e Elbotén de la lampara activa y desactiva la [dmpara.
e Elicono es amarillo cuando la lampara esta encendida y lista para su uso.

e Cuando el icono esté en gris, la ldmpara estd apagada y en "espera" (se mostrard como
"bombilla” en el panel LCD de la parte frontal del controlador de la ldmpara). Se activara
automaticamente durante una exploracion, pero debera encenderse manualmente para
utilizarlo en la pantalla de captura.

Si estd ejecutando un lote desatendido de escaneo de portaobjetos FISH y captura automatica,
puede configurar la aplicacién para que apague la ldmpara X-Cite automaticamente al final del lote;
e Vaya ala pantalla Scan (Escaneado) y seleccione el menu Utilities (funciones).

e Lainformacion mostrara la configuracién actual del sistema:
"Dejar la lampara fluorescente encendida después del lote" o "Apagar la lampara
fluorescente después del lote"

e Sihace clic en el texto, cambiara a la configuracion alternativa (que se mostrara a
continuacion).
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Pila Z

Pila Z se utiliza para capturar sefiales de sonda en diferentes planos focales.

Durante la captura, el punto de enfoque de la contratincién (DAPI) se utiliza como centro del rango
focal para cada captura de fluorocromos, y el motor de enfoque mueve la distancia de separacién
entre cada pila.
e Laimagen final se guarda con las pilas fusionadas como una sola capa Proyeccién
maxima.
e No es posible revisar las imagenes individuales de la pila después de la captura.
Si esto es necesario, las imagenes FISH deben ser capturadas en una Framelist
utilizando Spot Counting (Recuento de puntos) o Image Frame Probe Capture (captura de
la sonda de marco de imagen) manual para su visualizacion utilizando un software de
andlisis de imagen independiente compatible con el formato "framelist".

Para configurar un fluorocromo para la captura de pila Z, haga clic en Z-Stack (pila Z) en el cuadro
de didlogo Capture and Fluorochrome Setup (Captura y configuracién de fluorocromos).

e Se abrird el cuadro de didlogo Z-Stack (pila Z).

e Elija el Numero de planos y la separacién entre ellos. La separacién se indica en
micrémetros con incrementos de 0,1 ym.

e Para eliminar la pila Z, ajuste el nimero de planos a 0 (pila Z estard desactivado).
e Haga clic en Aceptar para finalizar.
Z-Stack x
[ )
Nllrnber of Planes  Zstack iz off
| }

Spacing [um) 0100 Prohe Size |0

Nota: Para la captura manual de Spot Counting (recuento de puntos), los ajustes de la pila Z se
crean a partir de los ajustes del ensayo de puntos configurados por separado.

Customize Capture g

Una vez comprendido el proceso de captura bdsica posible utilizar las opciones Customize
(Personalizar) para modificar cuanto debe interactuar el usuario.

Opciones de captura rutinarias de la sonda:
Ajustes recomendados;

e Configuracion automatica de la camara: inicia la configuracién automatica de la camara
cuando se selecciona el botén Live (en vivo).

e Umbral automatico: omite el umbral manual (eliminaciéon del fondo) y utiliza los ajustes
de umbral cero o predecible.
- Esta opcion debe estar activada para las plantillas guardadas utilizadas en la captura
automatica de la sonda GSL y utilizadas junto con Guardar imagen sin procesar.

e Umbral cero: No elimina el fondo de la imagen alrededor de los datos de la imagen en vivo,
creando una imagen de bloque Unico. Esto se aplica automaticamente si se utiliza Auto-
Threshold (umbral automatico) y es éptimo para la captura rapida de FISH interfasico.

e Corte de fondo de la sonda: mejora la visualizacion de las sefiales FISH interfasicas
contra el fondo.

e Extender contraste: normaliza la imagen después de modificar el umbral para mejorar la
visualizacion. Debe utilizarse siempre en las imagenes en las que se utilice la funcién
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Thresholding (modificacion del umbral), para evitar que los bordes de los objetos
restantes aparezcan intensos de una forma artificial.

e Guardar imagen sin procesar: crea un archivo de imagen independiente para cada canal
fluorescente capturado.
La imagen sin procesar no tiene eliminacion de fondo ni mejoras y se puede «Volver a
capturar» utilizando el icono Umbral de la barra de herramientas principal.
- Esta modificacion del umbral puede ser Gtil para imagenes de metafase o interfase en
las que desee separar objetos individuales para una mejora especifica de la imagen o
para copiarlos en una pantalla flexible, o para realizar un cariotipo de sonda.
- Se recomienda guardar la imagen sin procesar para la captura de la sonda,
especialmente si se utiliza el umbral automatico.
- El acceso a los datos de imagen sin procesar también puede ser un requisito del
laboratorio local.

Configuraciones opcionales;

e Secuencia automatica: Tras la captura de la imagen de la contratincién (DAPI), la
captura procede sin necesidad de pulsar "Live» (en vivo) o "Capture" (captura) para los
canales de sonda restantes.

e Predecir umbral: Calcula un umbral apropiado para eliminar el fondo alrededor de los
objetos de la imagen. Esto se aplica automaticamente si se utiliza Auto-Threshold
(umbral automatico) y es éptimo para cromosomas metafdsicos en los que se requiere
un cariotipado con sonda.

¢ Imagenes de registro automatico: Captura las imagenes de la sonda con un
desplazamiento X/Y ajustable en comparacion con la imagen DAPI (contratincién), para
compensar cualquier desplazamiento 6ptico o de filtro.
- No se espera que se utilice a menos que haya un problema 6ptico con un cubo de filtros
o con la alineacion de la trayectoria de la luz del microscopio.

e Desplazamiento de enfoque automatico: cuando esta activado, los movimientos de
enfoque que realice con la barra deslizante de enfoque durante una captura manual se
registran en relacién con la contratincién y se aplican automaticamente a las capturas
posteriores. Los desplazamientos se guardan en la lista de fluorocromos
Nota: No se utiliza en la captura automatica de Spot Counting (recuento de puntos)
como parte de una plantilla de escaneado.

Los mejores ajustes dependeran del tipo de muestra de la preparacién. Utilice el botén Save

Template (Guardar plantilla) para asignar nombres rutinarios a o Subtagl || S0 EPRENCEREN! O Rubbebs
. groun rac
los ajustes; o W Save fiaw Image
e Enlos sistema de escaneado GSL se utilizan como S . [ Sueamine
Opciones tras la captura durante la captura s | R BTy

13 [BFaus

BF&utol O
Cal FISHAwto
|ManCap

automatica de la sonda.
I agnific ation
Aumento

Los ajustes de Ampliacién son necesarios para crear un factor de escala de imagen preciso durante
la captura.

e Objetivo de captura utiliza la posicién del objetivo del microscopio (para la captura se
espera que sea 63x).

e Elvalor C-Mount debe ajustarse para el conector C-mount de la cdmara (1x por defecto).

En combinacién, estos 2 valores calculan un escalado de objeto y una resolucién de visualizacion,
utilizados para calcular los tamafios de objeto utilizados en el cariotipo metafasico FISH, y los
tamafios de sefal de framelist.
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La captura manual utiliza la posicién de la lente del objetivo del microscopio que se H
establece en el panel "Objetivos" para actualizar el aumento.

e Esto se establece en la aplicaciéon Microscope Calibration (Calibracion del Microscopio),
en el médulo "Objetivos”.

e Los microscopios con revolver portaobjetivos motorizado deben estar configurados para
todas las posiciones fisicas disponibles para el microscopio. (De serie en los sistemas GSL).

Los valores incorrectos provocaran errores en la clasificacion del cariograma o en la visualizacién
del tamafo de la senal;

Si se intenta la captura manual utilizando un objetivo de captura de bajo aumento, aparecera un
mensaje de advertencia al pulsar el botén Live (en vivo)- seleccione "Continuar" y cambie al objetivo
correcto utilizando los controles del software antes de pulsar Capture (Capturar).

Estos errores pueden producirse al mover la lente del microscopio objetivo manualmente (o
mediante el panel tactil LCD) sin utilizar el control del de la aplicacién para volver a ajustar el
aumento correcto.

e Cuando la aplicacién se inicia, pasard por defecto a la lente configurada en la posicién 1.

e Sise utiliza el panel tactil LCD del microscopio para cambiar las lentes de los objetivos,
el software no identificara que el aumento ha cambiado y sequird utilizando el valor de la
posicion 1.

e Para cualquier trabajo de captura manual, también/solo debe cambiar el objetivo
utilizando el panel Objectives (Objetivos) antes de la captura. Para que no se
malinterprete este valor.

Nota: La posicion correcta del objetivo se ajustara automaticamente como parte de la Captura
Automatica GSL y la escala del objeto se calcula utilizando el componente "Escalas de Imagen” de la
Calibracion Espacial para la lente objetivo seleccionada.

Modificacion del umbral

El umbral es opcional para la captura de sonda (y esta desactivado en la captura puntual y M-FISH).

e Se puede volver a modificar el umbral de las imagenes sin procesar después de la
captura para actualizar la imagen de la sonda.

e Sila opcion Umbral automatico no estd activa en la configuracién Customize
(Personalizar), la ventana Umbral aparecera cuando se vaya a utilizar la opcién Captura.

El umbral de las imagenes de la sonda es similar al umbral de las metafases de campo claro. La
diferencia es que al modificar el umbral de las sondas, a cualquier area no cubierta por la mascara
azul se le aplicard el color elegido para ese fluorocromo.

Unos valores de umbral poco precisos pueden dar lugar a sefales irregulares de gran tamafo. El
ruido de fondo y los residuos también pueden dificultar la modificacién del umbral, por lo que
existen herramientas adicionales para esto en la captura de sonda.

e La mascara de contratincién elimina todas las partes de la imagen que no contienen
contratincioén. Es una buena herramienta si hay mucho ruido de fondo.

e Laregion de interés permite definir una o mas areas para el umbral. Es una buena
herramienta para aislar pequefias sefiales de artefactos o residuos.

Nota: No se espera que las mejoras de captura se utilicen en la captura manual de imagenes de
sonda, a menos que se trate de imagenes de metafase en las que el bandeado DAPI sea Util para la
interpretacion de imagenes o el cariotipado.
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e Para mas detalles sobre las opciones estandar de modificacion del umbral manual,
consulte el manual de instrucciones de funcionamiento del cariotipador y revise la
ayuda de la aplicacion.

Modificacion del umbral automatico

Si la opcion Auto-Threshold (umbral automatico) no esta activa en la configuraciéon Customize
(Personalizar), la ventana Threshold (umbral) aparecera cuando la imagen en vivo se capture. Esta
es la operacién esperada en un sistema de escaneado GSL.

e El sistema utiliza el valor del Umbral de Prediccion o Umbral cero para eliminar el fondo.
Esto suele funcionar para imagenes de fluorescencia con poco fondo de portaobjetos.

e Las mejoras se aplican utilizando los ajustes de la Plantilla de Captura guardada o puede
desactivar las mejoras de la captura utilizando la opcién Zero Enhancements (Cero
Mejoras) en Customize Capture (Personalizar Captura).

e Laimagen metafasica se guardara y se mostrara en el navegador.

e Sies necesario, se puede utilizar una imagen sin procesar guardada para volver a
modificar el umbral manualmente.

Volver a modificar el umbral de una imagen sin procesar

Las imagenes en bruto pueden volver a procesarse para actualizar la imagen de la sonda si
el umbral original no era 6ptimo.

Esto puede ser (til si se utilizé el Umbral Cero en la captura original para crear posteriormente
objetos para la mejora, el cariotipado o la copia en una pantalla flexible.

e Cargue laimagen sin procesar a la ventana principal de la pantalla Capture (Captura).

e Hagaclic en el icono Threshold (Umbral) del centro de la barra de herramientas
principal.

e Modifiqgue manualmente el umbral de la imagen. Cuando acabe, la imagen desaparecera
de la ventana principal.
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Image Frame Probe Capture (captura de la sonda de marco de la imagen) es una opcién de captura
de imagen FISH unica disefiada para el uso de captura manual con filtro dicroico motorizado y
control de enfoque del microscopio.

Se trata de un procedimiento interactivo sin ajustes ni archivos de configuracién que utiliza un
sistema de escaneado como parte de la captura automatica.

La captura manual Framelist puede utilizarse para capturar rapidamente un area localizada
manualmente de un portaobjetos para obtener un pequefio nimero de imagenes framelist.

ties Edit Tocls Image WView Layout |
Abra un caso y haga clic en el icono Manual Probe Capture 3 - @EE
(Captura manual de la sonda) en la barra de herramientas ﬁa @:@I %E'
principal de la pantalla Aplicacion (Analisis). |

El disefio de la pantalla de Captura de Sonda consiste en una ventana de Imagen en Directo a la
derecha.

e Laimagen siempre es "En vivo" utilizando la exposicion de la camara del nombre del
fluorocromo seleccionado en la lista.

e Los controles de la izquierda permiten interactuar con el microscopio (obturadory
enfoque) y configurar una lista de captura.

New Duplicate Save  Select P

CaptureList

DaP
Spectrum Green

@ Spectrum Orange

Z-Stack: @ Full Stack ® Maximum P

Slhices: ] Step Size: 12

Go To Muito
z Fovu

O Auto @ Single

Apply

il Exposure Capture

® 55

Una vez que utilice Probe Capture (captura de la sonda), vera los portaobjetos de su caso en la parte
superior de la pantalla.

e Puede afiadir portaobjetos utilizando el botén New Slide (Nuevo portaobjetos) situado en
la parte superior derecha de la ventana.

¢ Afada canales, configure los ajustes de filtro, color y pila Z, y guarde las listas de
captura.

e Capturaimagenes con ajuste manual o automatico de la exposicion de la camara.
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e Captura un solo fotograma o rejillas rectangulares mayores de 9 o 25 fotogramas
(movimiento escénico GSL).

e Varias imagenes capturadas se asocian a una sola diapositiva.

Control del objetivo

Cuando la aplicacién se inicia, pasara por defecto a la lente configurada en la posicién 1. En los
microscopios motorizados, se trata del objetivo de 10 aumentos.

e Si se utiliza el panel tactil LCD del microscopio para cambiar las lentes de los objetivos,
el software no identificara que el aumento ha cambiado y seguira utilizando el valor de la
posicion 1.

e Para cualquier trabajo de captura manual solamente se debe cambiar la lente del
objetivo a través de la interfaz del software antes de la captura. Esto evitara que este
valor se malinterprete.

La captura manual de Framelist tiene un conjunto de controles de hardware diferente al de la
pantalla de captura estandar, como se describe a continuacién.

e Elteclado se utiliza para cambiar entre las lentes de los objetivos del microscopio
mediante las teclas de funcién (F).

e Paraver (u ocultar) todos los atajos y ajustes de tamafio de paso disponibles, pulse «<F10».

Captura Framelist: Descripcion general del procedimiento:

e Constructor de imagen en vivo Imagen de la camara «siempre encendida» en la ventana
de visualizacién principal.
- los canales, los ajustes y las opciones de captura pueden revisarse o modificarse antes
de la captura.

e Captura. Inicia una captura automatica unicelular completa de todos los canales
utilizando cada uno de sus ajustes de lista de captura. Adquiere las imagenes en vivo y
las guarda en la lista de portaobjetos del Navegador.

—

Elija el caso y el portaobjetos en el navegador y haga clic en Probe Capture (Captura de la
sonda).

2. Cree o Seleccione una Lista de capturar preguardada apropiada para la muestra.

3. Hagaclic en el canal de contratincién en la lista de captura (activando el filtro/obturador
fluorescente).

4. Localice un area de muestra en la platina del microscopio y situela y enféquela en la
ventana de visualizacion.

5. Haga clic en Capture (Captura) para iniciar el proceso de captura.
- si "Exposicion automatica" esta activada, la configuracion automatica de la camara se
realiza para cada canal.
- si "Exposicion automatica" esta desactivada, los canales se capturan utilizando los valores
de exposicion fijos de la lista de captura.

6. Paracada canal se visualiza un estado que muestra cualquier operacién de exposicion y de
pila Z.

7. Debajo del panel de captura aparece una miniatura de la imagen en color.
8. Repita el proceso para el resto de las imagenes.
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Evite

e ... desplazarse manualmente entre los objetivos de bajo y alto aumento. Utilice los
controles del teclado (F1 - F7) para cambiar los objetivos y confirmar el aumento
correcto de la lente de captura

e ... mover la platina o enfocar manualmente durante la captura.

Opciones de configuracion de captura

Es necesario afadir al menos un canal en la pantalla para poder acceder a los controles de captura.

Anadir canales

El botén “+" afiade un canal a su lista de captura actual, la coleccién de canales fluorocromaticos
que se van a capturar en ese momento.

Seleccionar canal (>)

Configurar el color del canal

Configurar filtro de canal (F)

Intensidad de la lampara fluorescente (L : Xylis/XCite)

Exposicién de la camara (ajuste manual)
Indicador de pila Z = (apagado/encendido)

Indicador de contratincién (C)

No o k~wpd =

Configuracion de los canales
(2) Color de la pantalla del canal

Cada canal capturado tiene un color de visualizacién, que se muestra hacia la izquierda de la linea
del canal. Es el color que se utilizara para el canal cuando se vea la imagen completa.

El color puede cambiarse haciendo clic en el circulo de color, lo que abre un panel de cuadricula de
Colores basicos y la posibilidad de definir cualquier color de visualizacién que se desee.

(3) Filtros del microscopio

Una vez seleccionado un Canal, aparece un botén de filtro, representado con una "F", justo antes del
nombre de este. Al hacer clic en este botén se mostraran los filtros configurados para su
microscopio.
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Solo se puede utilizar un filtro o combinacién configurada para L@ . 2
cada canal fluorocromatico; una vez seleccionado un filtro éste >
desaparece de la siguiente lista de seleccion. - Dichroic Filters

Clear

Nota: El nombre del canal se toma de las ruedas de filtros .

DAPT
configuradas en el sistema.

L . . . . . Spectrum Orange
e Siutiliza dos filtros, por ejemplo, un filtro dicroico y un ST

filtro de excitacion, se presentaran ambas opciones. Spectrum Green

e Silos filtros disponibles parecen incorrectos,
compruebe la configuracion en la aplicacién
Calibracion del Microscopio. Clear

Clear

(4) Intensidad de la lampara
Los sistemas con lampara fluorescente Xylis o X-Cite presentaran un ajuste de intensidad para
modificar la intensidad de la lampara utilizada para cada canal durante la captura.

e Parala captura rutinaria de canales de sonda, lo normal seria un 100 %.

e Sila contratinciéon es muy brillante, el uso de una intensidad mas baja puede permitir una
mejor visualizacion del contraste.

e Unaintensidad mas baja también puede reducir el fotoblanqueo rapido si la
contratincion o el antidifuminado del portaobjetos no es estable.

(5) Exposicién de la camara

Cada canal tiene su propio valor de exposicion (en milisegundos) que se muestra a la derecha del
nombre del canal y que controla la cantidad de integracién de la camara utilizada.

e Cuando se selecciona un canal, aparece una barra deslizante de exposiciéon que puede
ajustarse arrastrando con el botén izquierdo del ratén dentro de la barra o haciendo clic
en las flechas situadas a ambos lados.

Si el obturador fluorescente estd abierto, la imagen en directo se muestra en la pantalla y se pueden
ver directamente los efectos del ajuste de la exposicién.
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También puede hacer clic en la imagen en directo directamente con el ratén. Esto establece un
"circulo objetivo" en la imagen, y la autoexposicion de la cdmara se calcula solo en este drea.

e Se muestra como un circulo de puntos en la
imagen.

Esto le permite orientar la configuracion automatica,
utilizando un area de la imagen que incluya material
interesante y evitando areas que puedan incluir artefactos
brillantes que interfieran con los célculos de exposicién.

e Vuelva a hacer clic con el botén izquierdo del
ratén sobre la imagen en un area diferente para
aplicar un circulo de configuracién automatica
distinto.

e Haga clic con el boton derecho del ratén en la
imagen para cancelar una configuracién automatica
o para anular la seleccién de un circulo de destino.

(6) Captura de pila Z

La pila Z es la captura de miltiples imagenes del mismo canal en diferentes planos focales para
identificar diferencias de sefial tridimensionales.

Al hacer clic en el gréfico de pila situado a la derecha del ajuste Exposicion, se
alternara entre una sola imagen (pila Z desactivada) y una pila mdltiple de
imagenes (pila Z activada).

¢ No es habitual capturar una pila para la imagen de contratincién.

Una vez activada la pila Z para un canal, se mostraran opciones adicionales encima del botén
Capture (Capturar) para ajustar el nimero de Cortes en la pila y el espaciado, el tamaiio del paso,
entre cada pila.

Z-Stack: @ Rullstack @ Maximum Projection

Slices: Step Size: 1.2

Puede elegir entre guardar la Pila Completa o solo la Proyeccién Maxima:

e La proyecciéon maxima capturara una pila de imagenes para crear solo una imagen
compuesta: la Imagen de proyeccién maxima.
- Las imdagenes individuales de la pila no se guardan en el marco de imagen final.

e Full Stack (pila completa) capturard y almacenard las capturas individuales en la pila Z
junto con la proyeccién maximafusionada.

(7) Contratincidn

Debe seleccionarse un canal de la lista como contratincion antes de iniciar la captura.
e Este seria normalmente el canal DAPI.

e El canal de contratincion es un punto de referencia y centro de enfoque para la captura
de la pila Z (a menos que el enfoque se reajuste manualmente en uno de los canales de
la sonda antes de la captura).
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Trabajar con listas de captura

Una coleccion de canales es una lista de captura. Los controles de las listas de captura aparecen en
la parte superior del panel de captura: Nuevo, Duplicar, Guardar y Seleccionar.

New Duplicate Sawve  Select

¢ New (nuevo) proporcionara una nueva lista de captura que contiene un solo Canal.
Esto reemplazara cualquier canal que se muestre en ese momento.

e Duplicate (duplicar) hace una copia de una lista actual.

e Save (guardar) almacenara la lista de captura mostrada actualmente en la ventana
Select (Seleccionar).

e Las listas de captura guardadas previamente pueden recuperarse utilizando Select
(Seleccionar).

Mew = Duplicate Save  Select ,’ Toggle Shutter  Load Slide Unload Slide

My Capture List +

F) DAPL 9 F@® x

1wo FE x

e Para seleccionar un canal diferente, pulse el botén ">" situado a la izquierda del nombre
del canal. Al seleccionar un canal, laimagen en vivo cambiara para reflejar los ajustes del
canal actual.

e Los canales pueden eliminarse con el botdn "x", que aparece al final de cada linea de
canal, y afadirse con el botén + .
Capturar imagenes

Una vez que se ha creado la lista de captura y cada canal tiene configurados los filtros, el color, la
contratincion y la pila Z adecuados, se puede capturar una imagen basandose en un calculo de
exposicion de la cdmara.

ﬂ Al.l to

Exposure

e Sila exposicion automatica estd activada, al seleccionar el botén Capturar se ajustara
automaticamente la exposicion de la camara para cada canal utilizando una
configuracion automatica basada en la intensidad de la imagen.

- Si ha colocado un circulo objetivo para la configuracién automatica, cada canal utilizara
solo esa zona de la imagen para calcular los valores éptimos de exposicion.

- Si no ha colocado un circulo de destino, la configuracién automatica se basard en toda
la imagen.

¢ Sila exposicion automatica esta desactivada, al seleccionar el botén Capture (Capturar)
se capturara cada canal fluorocromatico de la lista de captura en secuencia utilizando
los valores de exposicion que se encuentran actualmente en la lista de captura.
- Debe confirmar los valores de exposicién de la cdmara que desea utilizar antes de
pulsar Capture (Capturar).
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Una vez iniciado, el proceso de captura es continuo para todos los canales.

e No hay pausa entre los desplazamientos por los canales de fluorocromos.
e Lavisualizacién de la imagen en vivo no se actualiza durante la captura.

Tras la captura, cada imagen se muestra debajo de los controles de captura.

e Simantiene el ratén sobre una imagen en miniatura, aparecera una version ampliada de
la misma.

e Lapequefa cruz de la esquina superior derecha puede utilizarse para borrar la imagen si
es necesario.

Nota: Solo pueden borrarse de este modo las imagenes de la lista de marcos capturadas
manualmente en esta pantalla. Las imagenes capturadas por los modos de captura ProbeAuto
o Spot Counting (recuento de puntos) del sistema de escaneado no se pueden borrar.

Captura de acabado

Cuando haya finalizado la captura, salga de la pantalla utilizando la cruz "cerrar ventana" situada en
la parte superior derecha de la pantalla, lo que le llevara de nuevo a la pantalla de inicio de las
funciones de gestién de casos.
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CytoVision DX incluye varias herramientas de visualizacién y salida de imagenes basadas para
sonda estandar y célula M-FISH, que pueden ser cargadas en la pantalla de inicio para la
visualizacion de imdagenes y color general, ajuste de contraste, cariotipado o anotacién, exportacién
o impresion.

Los datos del marco de imagen no pueden visualizarse en la aplicacion CytoVision DX.

e esimportante utilizar el modo de captura mas adecuado para sus necesidades de
visualizacion.

e para mas informacion, consulte lasTabla de captura y analisis.

Visualizacion en la pantalla

Toda la visualizacién y carga de imagenes se realiza a través de la pantalla de [=}- " Ll

inicio. i % 1

e Cargue unaimagen haciendo doble clic en el icono "Sonda" del i | Raw
navegador y, a continuacion, en la ventana principal de . ?
visualizacion. Z __Raw _

: : —E

Cuando se carga una imagen de sonda en la ventana principal de analisis, aparece en la parte
inferior de la pantalla el cuadro del panel de seleccién de fluorocromos .

Fluorochrome Selection

Counterstain Fluorochrome Dizplay Select Al
& DAF I
FITC ol
TRITC Fl
’ Al Components ] ’ Display &l ]
| ChangeColor | | Deselectal | [ Hidest |

Este cuadro le muestra qué fluorocromos se utilizaron cuando se capturd la imagen y le permite
elegir qué componentes de la imagen fusionada de la sonda desea mostrar;

e (Cadaimagen de la sonda contiene una superposicién de 2 o mas canales de
fluorocromos.

e (Cada canal puede contener objetos separados que deben seleccionarse individualmente
antes de realizar cualquier ajuste.

e Active varias casillas "Fluorocromo" para permitir la selecciéon de mas de un canal a la
vez.

e Algunas funciones de analisis, como Registrar o Cambiar color solo requieren que se
seleccione un componente.

También hay una casilla de verificacion Display (Mostrar) a la derecha del fluorocromo.
e Cuando se encienda, se mostraran todos los objetos de ese canal.
e Cuando se encienda, se mostraran todos los objetos de ese canal.
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Las combinaciones de las opciones "Fluorochrome" (Fluorocromo) o "Display” (Pantalla) son Utiles
para decidir qué objetos estan disponibles para su seleccién para mejoras, cambios de color,
registros de imagen y la creacion de pantallas compuestas.

Cambiar color

Funciona de forma similar al ajuste Color de la Configuracién de captura, actualizando el color de
los componentes en la imagen Unica guardada. Esto puede ser util para mejorar la presentacion
visual de las sefiales superpuestas y ayudar en la impresién.

e Haga clic en el botén de comando Change Sl
Color (Cambiar color) para abrir el panel de
color, laimagen de contratincion se

seleccionara automaticamente.
e Ajuste los tres controles deslizantes para
modificar el color. — [— o |

e Alternativamente, pulse el botén Color para Courterstain I—J 0
. Altenuation -
seleccionar desde la carta de colores.

e haga clic en un fluorocromo diferente para cambiar el color.

e Los comandosGamma y Counterstain Attenuation (Atenuacion de la contratincién)
funcionan igual que en la ventana Configuracion de la captura, pero sus efectos se
muestran instantdneamente en la imagen de la sonda.

El ajuste gamma actua globalmente sobre la imagen para mejorar la visualizacidn; sin
embargo, la sefal de fondo o inespecifica también se vera incrementada. Para mejorar
solo la visualizacion de la sefial, seleccione los objetos de interés y utilice la opcién
Contrast (Contraste).

Haga clic en OK para cerrar el panel Cambiar color.

Contraste
O Se puede modificar el brillo y el contraste de la imagen utilizando la herramienta de
contraste.

e Contraste debe utilizarse en modo Global o "Completo " por defecto. g

e Asegurese de que la opcién Preview enhancements (Previsualizar mejoras)
en Customize (Personalizar) estd marcada.

e Confirme que ha seleccionado el fluorocromo correcto en el panel de seleccion de
fluorocromos y haga clic en la sefial o sefiales que desea aclarar (aparecera un cuadro
de seleccion a su alrededor).
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Contrast f Enhance

[T Advanced Caonirast Bighten

/|

Daiken

Shder Rangs
oo O —————

Rl g d

Rezet | Aoy | Unda | r

1. Para aclarar una seial, mueva hacia arriba el control deslizante situado a la derecha del
histograma.

2. Paraoscurecer una sefial, arrastre el control deslizante hacia abajo.

3. Los controles deslizantes de "corte" de color situados bajo el histograma pueden utilizarse
para realizar cambios extremos de intensidad.

Mejorar (afinar)
O La herramienta Enhance/sharpen (Mejorar/nitidez) estd debajo de la ventana de contraste.

_ 1
Shaipen
Sirength
I, 1 Apoly
Mormalzation
 Object & Ful Unda | I Advarced

La nitidez normalmente solo se utiliza en el canal de contratincién para realzar los detalles de los
bordes o del fondo, o si se trabaja en una metafase tefiida con DAPI, para realzar las bandas.

No existen herramientas de andlisis especificas para la visualizacién de imagenes de la sonda. Las
imagenes de sonda tienen acceso a opciones similares a las de otros formatos de imagen celular.

e Lasimagenes de la sonda se cargaran en la vista de casos estandar para su
visualizacién en la pantalla Organize (Organizar) y el uso de los comentarios Ctrl-B o Ctrl-
K en la pantalla Analyze (Analizar). Consulte la Guia del usuario de CytoVision DX.

e Alas Imagenes de sonda se les puede aplicar un umbral para crear objetos de uso
flexible en pantalla y para crear un par de metafase FISH y cariotipo como parte de un
flujo de trabajo de andlisis de cariotipado. Consulte las Instrucciones de uso del
cariotipador CytoVision DX.
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La informacion y las comprobaciones enumeradas en esta seccién estan pensadas para que los
usuarios familiarizados con las aplicaciones y el hardware del sistema las realicen como parte de la
solucion de problemas de soporte de primer nivel.

e La Guia del usuario de CytoVision DX contiene comprobaciones y acciones generales
gue también deben llevarse a cabo y confirmarse como parte de cualquier contacto con
Leica Biosystems para obtener mds ayuda.

Sistema de captura

Errores de conexion al microscopio

e Controlador del microscopio apagado - reinicie el controlador.
e Cable USB del microscopio desconectado - compruebe el cable.

e El puerto USB del microscopio ha cambiado (cambio de puerto USB o efecto de
Windows) - confirme el puerto en el Administrador de dispositivos y el cambio en la
calibracion del microscopio (requiere acceso de administrador local).

Microscopio Efecto de calidad de la luz

Deben realizarse comprobaciones rutinarias en el microscopio éptico para confirmar que no hay
cambios en la configuracion necesaria para lograr una captura de imagen éptima. En caso de
problemas con la calidad de la imagen durante la captura, también deben comprobarse estos
aspectos:

e Confirme que el fototubo del microscopio (divisor de luz) dirige el 100 % de laluz ala
camara

e Compruebe que la guia de luz fluorescente esté correctamente instalada y que no esté
dafiada/doblada, deteriorada o haya superado su vida Util prevista.

e Compruebe y limpie las lentes del objetivo. El aceite viejo y endurecido en la lente de
captura reducira la intensidad de la luz, la iluminacion (uniformidad) y el contraste de la
imagen.

e Compruebe que la lente del condensador se desplaza fuera de la trayectoria de la luz
durante el escaneado y la captura para evitar cualquier reflejo de la luz (esto se hace
automaticamente en los microscopios configurados con un condensador motorizado).

e Inspeccione visualmente los filtros fluorescentes en el revélver del microscopio para
detectar cualquier signo de dafio causado por la luz o el entorno (sombras, aspecto
moteado, irregularidades de color).

Sistema de escaneado GSL

Para el escaneado GSL deben seguirse las comprobaciones y el procedimiento adicionales.

Errores de conexion al GSL

e Launidad base GSL estd apagada: apague y encienda la GSL, compruebe la conexion de
la fuente de alimentacion externa.

e Cable de red desconectado: compruebe el cable entre el GSL y el PC.
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Configuracion del adaptador de red: confirme que no haya habido cambios recientes en
el administrador de Tl/redes.

Problemas de enfoque del escaneado 10x

¢Esta el portaobjetos limpio y sin aceite? Los portaobjetos no deben tener aceite de
inmersion para que se puedan centrar de manera precisa.

¢Se atraviesa el plano de enfoque de la imagen durante el enfoque automatico?

El punto de inicio del autoenfoque no estd cerca del plano focal de la célula (el mapa de
enfoque 10x no pasa por el plano focal de la muestra): Emision de portaobjetos en
bandeja, Desplazamiento del enfoque de la plantilla, datos del compartimento de
calibracion espacial (golpe de platina).

El mapa de enfoque 10x pasa por el plano focal pero no da puntos de enfoque nitidos:
Contraste (efecto de calidad de la luz, baja intensidad de la contratincion).

Un desplazamiento de enfoque mal ajustado en la plantilla de escaneado provocara
fallos en el mapa de enfoque en 10x

Comprobacién de las plantillas de escaneado en cuanto al desplazamiento del enfoque,
el ajuste del cubreobjetos y el ajuste de validacion del enfoque

¢El enfoque es variable en funcién de la posicién de la bandeja/platina?

Luz insuficiente durante el mapa de enfoque 10x (efecto de la calidad de la luz,
desplazamiento de la cdmara de la plantilla de portaobjetos).

Luz excesiva durante el mapa de enfoque 10x (cambio de hardware, desplazamiento de
la cdmara de la plantilla de portaobjetos, intensidad de la contratincion).

Si la imagen en directo es demasiado oscura o clara, compruebe el divisor de luz y la
plantilla de portaobjetos para ver si hay algin desplazamiento de la cdmara y repita la
calibracion del escaner de fluorescencia.

Problemas de clasificacion del escaneado 10x

¢Qué aspecto tienen las imagenes en directo durante el escaneo, estan bien enfocadas y
tienen buen contraste?

¢Ocurre esto en varias plantillas de portaobjetos? Ejecute una nueva plantilla para
comprobarlo.

Compruebe el microscopio para el efecto de la calidad de la luz, los problemas.

Compruebe en el portaobjetos de la muestra la concentracién e intensidad de la tincién
con DAPI y el antidifuminado.

Comprobar si los clasificadores estdan mal entrenados.

Problemas de enfoque en la captura 63x

El punto de inicio del enfoque automatico no esta cerca del plano focal de la célula.
Compruebe si la lente de captura esta bloqueada (mecanismo de empuje y giro del
muelle en el extremo).

¢El problema se repite en varios portaobjetos? Si es variable, compruebe
la compatibilidad de los portaobjetos/bandejas.

¢Qué aspecto tienen las miniaturas de escaneado 10x de la lista de metafases en la
pantalla de revision, estan enfocadas?

Para problemas de enfoque de captura automatica repetibles, realice una nueva
Calibracién del Desplazamiento de la fluorescente.
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e Confirme que la opcién de cubreobjetos de la plantilla de escaneado esta ajustada
correctamente

e Una cantidad insuficiente de aceite, burbujas de aire u otros problemas relacionados con
el aceite hacen que el enfoque no sea 6ptimo. Confirme que haya aceite en el depédsito
de la jeringa y que el tubo y la punta dispensadora del lubricador estén firmemente
sujetos y desbloqueados

Problemas de captura del canal de la sonda

e Se ha utilizado un filtro incorrecto para la captura. Compruebe la configuracién de la lista
de captura (nombre y posicién del filtro dicroico) en las listas guardadas y en la lista de
construccion predeterminada.

e Sefales de la sonda no enfocadas. Compruebe el tamafio del paso de lapilaZy el
numero de capas, compruebe el ajuste del filtro en el revélver del microscopio.

Compatibilidad de los portaobjeto/bandeja

Colocacion de portaobjetos en el soporte de la platina.
Los portaobjetos deben estar nivelados en el soporte con la superficie de la muestra o cubreobjetos
hacia arriba.

e Asegurese de que no existen en la insercién elementos que impidan que se coloque el
portaobjetos nivelado y que la sujecién de este tenga contacto firme con el portaobjetos
para evitar que se mueva.

Consistencia de sujecion del portaobjetos.

Compruebe si los clips de resorte sujetan el portaobjetos con suficiente firmeza.

e Siel portaobjetos esta flojo (se tambalea), compruebe el apriete de las empufiaduras de
muelle.

e ;Los portaobjetos son cuadrados o con esquinas recortadas? Si la esquina esta
recortada, ¢la bandeja tiene el disefio "biselado” correcto?
Consistencia de sujecion de la bandeja.

Compruebe si la bandeja GSL se sujeta firmemente en la platina cuando esta cargada.

e Si hay alguna holgura, compruebe el ajuste del brazo de empuje de plastico en la parte
delantera/izquierda de la plataforma GSL (ajuste del tornillo).

Montaje del cubreobjetos

Un recubrimiento grueso o doble impediran alcanzar el plano de enfoque.

e Confirme que una metafase puede ser enfocada y capturada manualmente en la pantalla
normal de Captura.

Preparacion y tincion de la muestra

La densidad celular de la muestra, la intensidad de la contratincidn y el efecto antidifuminado
tendran un efecto directo sobre la fiabilidad del enfoque del sistema, la velocidad y el rendimiento
del escaneado y la captura automatica.

e No se aconseja diluir la contratincién. La baja intensidad aumenta la exposicion de la
camara y reduce el contraste, lo que provoca un aumento de los fallos de enfoque y
tiempos de exploracion y captura mas largos.

e La eficacia antidescoloramiento disminuye con la edad, la temperatura de
almacenamiento y la exposicion a la luz, provocando una neblina roja sobre el
portaobjetos y un aumento de la decoloracién tanto de las sondas como del DAPI.
DAPI/antidescoloramiento debe conservarse a 2-8 °C el mayor tiempo posible y puede
aplicarse a los portaobjetos cuando aun estan frios.

Sonda CytoVision DX Instrucciones de funcionamiento, Revision A
© Leica Biosystems Imaging, Inc. 2022 | Pagina 59
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e Guarde los portaobjetos en la oscuridad a 2-8 °C y espere 30 minutos a temperatura
ambiente antes de escanearlos. Los portaobjetos antiguos deben tefiirse de nuevo con
una nueva tincion de contraste y antidescoloramiento, seguin sea necesario.

e La baja densidad celular aumenta los tiempos de exploracion y captura y el nimero de
imdagenes capturadas necesarias para la puntuacion de la sefial. Siempre que sea
posible, ajuste la densidad celular durante la preparacién del portaobjetos para obtener
un minimo de 5 células puntuadas por fotograma de captura (10-20 es lo 6ptimo).

Exportar registros diagndsticos

CytoVision DX genera un grupo de datos circular sobre la configuracion del sistema, la calibracién, los
procesos y datos de los eventos del hardware durante el funcionamiento rutinario. En caso de
funcionamiento inesperado, errores de escaneado o captura, o errores de la aplicacion, estos archivos
de registro ofrecen informacion util para que el servicio técnico de Leica diagnostique el fallo.

e Los registros contienen de 7 a 10 dias de informacion de diagnéstico detallada y se debe
realizar una exportacion dentro de este plazo para cualquier problema que pueda escalar
mas a Leica Biosystems.

e Los archivos de registro se guardan con la funcién Export Logs (Exportar registros) de la
barra de herramientas del menu Case (Caso). Esto comprimira todos los archivos en un
.zip y los guardara en una ubicacion elegida por el usuario.

e Estos datos pueden guardarse en un lapiz de memoria o compartirse con el personal de
servicio y asistencia en caso necesario.
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Apéndice: Recuento de puntos

Recuento de puntos

Spot Counting (recuento de puntos) utiliza los ajustes de un ensayo de puntos creado antes de la
captura para crear datos de imagen Framelist.

Las framelists de puntos se capturan como parte del flujo de trabajo totalmente automatizado de
escaneado y captura automatica de GSL utilizando el modo de captura SpotCounting en una plantilla
de portaobjetos deescaneado.

e Las framelists de puntos también se pueden capturar manualmente una lista de
recuento puntual en la pantalla de captura utilizando el modo de captura "Recuento de
puntos”, similar a la captura de sonda estandar y basada en los mismos nombres de
fluorocromos de "Crear una lista" .

El recuento de puntos presenta algunas diferencias con los datos de imagen de la framelist ProbeAuto;

e Los ensayos de puntos pueden crearse y editarse a través del panel Assay Selector
(selector de ensayo) para diferentes canales de fluorocromos y configuraciones de pila Z.

e Se puede utilizar un clasificador de células para determinar el tipo de material celular
que se procesa como "Informativo" en la imagen durante la captura.

e El sistema de escaneado AutoCapture (captura automatica) puede ajustarse a un
numero maximo de células informativas o a un nimero maximo de fotogramas
capturados.

e Los datos de imagen capturados se procesan utilizando los parametros del ensayo para
obtener informacién sobre la intensidad y el tamafio de la sefial de la sonda, incluidos los
ajustes para la forma de la célula de contratincién y los limites de parada de GSL.

e Los datos originales de la célula y del tratamiento de la sefial se guardan de forma
permanente en la framelist.

Nota: Las framelists de puntos contienen varios archivos con un gran tamafio total de casos, por lo
que debe asegurarse de que hay suficiente espacio libre en el servidor de datos que aloja la base de
casos.

e Un portaobjetos con 40 fotogramas (imagenes capturadas) tendrd un tamario
aproximado de 500 Mb, basado en 5 pilas por canal en una muestra de 2 sondas.

e Alrededor del 80 % de estos datos seran las capturas individuales de la pila Z.

e Los datos del marco de imagen no pueden visualizarse en la aplicacion CytoVision DX.
La revisién de imagenes requiere un software de andlisis de imagenes independiente
compatible con el formato Framelist.

El flujo de trabajo de Spot consta de dos pasos principales.

1. Seleccién de ensayos: Se puede seleccionar o crear un ensayo cuando se selecciona Spot
Counting (Recuento de puntos) como modo de captura de plantilla de portaobjetos de
escaneo o, para la captura manual, cuando se selecciona en la lista Modo de Captura de la
pantalla de Captura estandar.

2. Capturar: Las imagenes de la zona del portaobjetos seleccionada se capturan utilizando los
procedimientos estandar de captura de sonda. Los datos de imagen se procesan en tiempo
real para determinar los limites celulares y las sefiales de las sondas.
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Antes de capturar células para el recuento de puntos automatico.

Debe estar familiarizado con los procedimientos de captura de sonda y los fluorocromos,
ya que los ensayos de recuento de puntos utilizan los nombres y ajustes de
fluorocromos predeterminados(Build List).

Es necesario crear y configurar ensayos para los fluorocromos que se van a utilizar
como lista de captura, con opciones ajustables de pila Z, tipo de sonda y clasificador de
células.

Los sistemas de escaneo deben tener una calibracion de escaneo fluorescente que
funcione para la intensidad tipica de la contratincién de la muestra y las
compensaciones de enfoque que se utilizaran durante la captura.

Los usuarios deben estar familiarizados con los procedimientos de calibracién del
escaner para mantener el sistema correctamente y compensar cualquier variacion en la
intensidad de la contratincion visible.

Los sistemas de escaneado requieren una plantilla de portaobjetos con un érea de

escaneado adecuada, un clasificador de escaneado y un ensayo puntual asignados para
el portaobjetos.

Ensayo de recuento de puntos

Un contenido de ensayo de puntos;
La lista de captura de fluorocromos para la contratincién y las sondas en el portaobjetos.

1.
2.
3.

4.

La configuracion por defecto de la pila Z para cada canal de sonda.
El nimero maximo de fotogramas o células a capturar automaticamente en los sistemas de

escaneado: la parada de captura tras los recuentos.

Opciones para seleccionar un clasificador de células de contratincién para determinar qué
células se clasifican como informativas durante el procesamiento de imagenes.

Para utilizar las funciones de escaneado y captura automatica del sistema GSL, debe crearse un
ensayo antes de la captura y configurarse mediante la ventana Spot Assay Selector (selector de
ensayo de puntos).

El selector de ensayo de puntos se mostrara en la pantalla de captura estdandar (modo Spot
Counting) o como parte de una f de escaneado cuando SpotCounting esté configurado para captura
automatica.

Existing Assays
11-14Red
4-14
DGOz-Enum
Mew Assay Name:
| Duplicate I Edit | | Delete |
[ Cancel J ‘ QK |

Crear un nuevo ensayo: Introduzca un nuevo nombre de ensayo y seleccione Create
(Crear). Se abre el cuadro de didlogo Configuracién de puntos.

Copia de un ensayo existente: Resalte un ensayo existente en la lista. Haga clic en el
bot6n Duplicate (duplicar).
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e Editar de un ensayo existente: Resalte un ensayo existente en la lista. Haga clic en el
icono Edit (Editar). Se abre el cuadro de didlogo Spot Configuration (Configuracion de
puntos).

e Borrado de un ensayo existente: Resalte un ensayo existente en la lista. Haga clic en el
botén Delete (Borrar).

& &

o o

Class -
I

Stop Capture After Analysis

Edicion de ensayos para la captura de puntos
Seleccién de fluorocromos

Seleccione Contratincion, un menu desplegable de nombres de
fluorocromos del sistema y, a continuacién, haga clic en el botén
(Add) Probe (Afiadir) Sonda y seleccione del mismo modo hasta
que tenga el nimero y los nombres de fluorocromos correctos
para el kit de sondas utilizado en el portaobjetos de la muestra.

La lista de nombres se toma de crear lista de la sonda, que debe configurarse para mostrar el colory
los valores predeterminados de filtro en la pantalla de Captura estandar.

Para cada sonda, haga clic en el nombre para configurarla:

e Los planos Z y el espaciado Z (um) para la captura de pila Z.
Los nimeros variaran en funcién de las caracteristicas de la muestra, pero para las
preparaciones interfasicas, un valor inicial tipico es una distancia de enfoque total de
aproximadamente 5 micras, por ejemplo, 7 planos a 0,8 pm o 5 planos a 1,2 pm (intervalo
de 4,8 um).

e Siel fluorocromo es para una prueba de amplificacién, active la casilla Amplified
(Amplificado).

£ Spacing B pm

Probe Separation = =115,

e La separacion de la sonda es un ajuste opcional, pero puede dejarse en la configuracion
predeterminada, ya que no tiene relevancia directa para el funcionamiento de la captura
CytoVision DX.
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Tabla de clases

Una vez configurada la lista de captura, se crea una tabla de clases que muestra un nombre de clase
"Predeterminado” que se utiliza para procesar las células informativas durante la captura de
imagenes.

e Estono es editable para la operacién de captura CytoVision DX

Clasificador celular

Un ensayo nuevo no dispone de un conjunto clasificador (Todo):

e Todos los objetos de los fotogramas capturados que contengan sefiales de sonda
superpuestas al material de contratincion se clasificaran como "informativos" para la
visualizacion de recuento de puntos y monitor de clase de GSL durante la captura.

El uso de un clasificador de células (DAPI) permitira filtrar las células "informativas" basandose en
las formas del objeto de contratincion (célula), que pueden seleccionarse en la lista del menu
desplegable.

e Por defecto: Un clasificador entrenado en una muestra de células [Es=IReEET
mixtas elimina el material DAPI pequefio o de forma inusual y los Default
grupos de células grandes. TR

e Célula lobulada: Un clasificador entrenado en tipos de muestras Everything
de células multilobuladas que elimina los simples restos de fondo, [l

los grandes grupos no segmentados y las células de forma Round-cell
mayoritariamente circular.

e Célula redonda: Un clasificador entrenado en tipos de muestras de células circulares que
elimina los restos simples de fondo, los grupos grandes no segmentados y las células
que suelen tener forma lobulada.

Detener captura posteriormente (conteos de puntos de la captura automatica)

Los sistemas de exploracién GSL continuaran hasta que se hayan
capturado automaticamente todos los fotogramas dentro del drea de
exploracion o si se alcanza uno de los recuentos de parada establecidos
en el ensayo.

e Fotogramas: Establece el nimero maximo de fotogramas a
capturar.
El valor utilizado puede establecerse como
- un «a prueba de fallos» en objetos «Informativos» insuficientes se identifican en la
rutina de captura automatica, destinado a evitar tiempos de exploracién excesivos en
portaobjetos de hibridacion poco poblados o fallidos
- para exploraciones en las que se requiere un nimero fijo de capturas con fines de
normalizacién o comparaciéon, como pruebas de densidad celular o de calidad de la
sonda

Stop Capture After

=
=
—
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¢ Informativo: Analiza el total de todos los objetos que pasan la seleccién del Clasificador
de Células.
- Se espera que este sea el criterio de parada rutinario cuando se necesite un nimero
total fijo de células para cumplir las expectativas de revision o analisis posteriores.

Si se establecen ambos recuentos de parada en el ensayo, la captura se detendra cuando se alcance
el primero de estos recuentos; un valor de cero para cualquiera de las opciones significa que no
afectara a la captura automatica.

e Los recuentos de paradas no tienen efecto en la captura manual.

Avanzado

El botéon Avanzado mostrara el cuadro de didlogo Configuracion de parametros de ensayo adicionales.

e Tolerancia limite para la deteccién de sondas y Nimero de células no informativas a
conservar no se utilizan para la operacién de captura CytoVision DX

e La Deteccidon de Seial Mejorada y la Division Automatica de células pueden ser
utilizadas y resultaran en un mayor nimero de objetos clasificados durante el procesado
de la imagen - esto puede detener la auto-captura antes basandose en el recuento de
paradas Informativas.

Deteccion de sefales mejorada: e gt

Si estd activada, modifica algunas de las comparaciones B Enhanced signal detection
relativas de tamano e intensidad durante el B Automatically split cells
procesamiento de la imagen, haciendo mas probable que I e S s

las sefales de intensidad pequefia o débil se clasifiquen e s 5
como sefales informativas.

Number of uninformative cells to keep
250

Dividir células automaticamente: setIn Debwles

Si se activa, esto puede separar grupos de objetos de
contramancha en dos o0 mas objetos Informativos separados.

En la ventana Spot Counting Assay Selector (Selector de ensayo de recuento de puntos), el ensayo
se guarda en la lista por defecto del sistema cuando se utiliza OK para cerrar el panel.

Escaneado y captura de puntos

Plantilla de portaobjetos (configuracion de escaneado)

La creacion de plantillas de portaobjetos y las opciones de escaneado son las mismas que para el
escaneado interfasico rutinario.

e Consulte Plantillas de portaobjetos (FISH) para mas detalles.

Para las muestras FISH, las reglas de captura se definen en el panel AutoCapture (captura automatica)
de la plantilla de portaobjetos seleccionando "SpotCounting" en la lista Capture Mode (modo de
captura):

e Objetivo: selecciona el objetivo utilizado para la captura automatica, el 63x es éptimo
para FISH (el 100x no se recomienda debido a un campo de visién mas pequefio y una
intensidad luminosa reducida).
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AutoCapture

Perform AutoCapture

Objective: 63X N
Capture Mode SpotCounting *
Autocamera Setup Setup on counterstain Setup on probe Setup using Average [ | 0 Frames

Save Z-Stacks

e

Mo SPOT assay selected Select Spot assay |
.4

e El estado de configuracién de la camara automatica determinara como se capturan las
imagenes a gran aumento durante la captura automatica;
- Activado: (Recomendado) Para cada canal que se vaya a capturar, el sistema realizara
un ajuste de la exposicién automatica basado en la intensidad de cualquier fluorescencia
presente en la imagen.
- Desactivada: Para cada canal que se va a capturar, el sistema utiliza valores fijos de la
cdmara a partir de los fluorocromos de Build List (crear una lista) ("Save as Default»
(Guardar como predeterminado) en el panel de configuracion de captura o con la funcién
independiente Fluorochrome Camera Calibration ([calibracién de la cdmara de
flurocromado] - no recomendada para uso rutinario).

e Configuracion de la contratincién: Mejora el calculo de exposicién de Autocamera Setup
(configuracion de la camara automatica) en canales fluorocromaticos al trabajar solo en
las dreas que contienen sefial Counterstain (mascara de DAPI) y verse menos afectado
por restos fluorescentes fuera de la célula.

e Configuracion de la sonda: Mejora el calculo de la exposicién de Autocamera Setup
(configuracion de la camara automatica) utilizando un célculo basado en el tamafio de
los canales fluorocromaticos para que se vean menos afectados por los restos
fluorescentes brillantes.

e Configuracion mediante promedio: Captura los n primeros fotogramas utilizando el
calculo automatico estandar de la exposicién para obtener un valor medio de integracion
de fluorocromos para todos los fotogramas restantes (no se recomienda para un uso
rutinario).

e Guardar una pila Z: Guarda cada imagen de la pila de fluorocromos junto con la capa de
proyecciéon maxima (fusionada).

e Select Spot assay (seleccionar el punto de seleccion) abre el panel Assay Selector
(selector de ensayo) para elegir un ensayo de punto apropiado que se utilizard como lista
de captura y para el procesamiento de imagenes durante la autocaptura.

e Lista de fluorocromos no se puede seleccionar. La lista de captura y la configuracion de
los fluorocromos se establecen en el ensayo de puntos y se vinculan a los fluorocromos
de la Build List (crear una lista) por defecto.

e Opciones de postcaptura: no se puede seleccionar. El recuento de puntos crea datos de
imagen Framelist que no utilizan funciones de modificacion del umbral o de
personalizacion de la captura.

Nota: Si hay algin nombre de lista en la lista de Fluorocromos o en los paneles de opciones de
postcaptura esto significa que el drea de escaneo ha sido previamente configurada para el modo
sonda o sonda automatica donde estos son requeridos.

e Serecomienda crear una nueva area para el recuento puntual para mantener estas areas
en blanco.
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Captura manual

Existing Assays

La captura manual de recuento de puntos utiliza la pantalla | DGOz
estandar de captura. W Brightfield
. [ Ruorescent
1. Haga qllc en Capture Mode (modo de captura) y  Probe
seleccione Spot Counting (recuento de puntos) para [ CGH
abrir el cuadro de didlogo Assay Selector (selector de [ MFISH
ensayo)' I+ SpotCounting

2. Seleccione o cree un ensayo de puntos. |

3. Cuando se selecciona un ensayo, la lista de captura se creara automaticamente a partir de
los fluorocromos de Build List (crear una lista) estandar definidos en el ensayo.

4. Confirme que el panel de seleccién de fluorocromos muestra los fluorocromos correctos.
Los ajustes de la pila Z se heredaran del ensayo, pero pueden modificarse antes de la
captura.

5. Confirme que el panel Personalizar captura esta configurado para la opcién Save Stacks
(Guardar pilas) para guardar las capas de la pila Z como imagenes separadas en la lista de
marcos final.

Capture las células como lo haria para una captura de sonda estandar.

e Desactive Auto Sequence (Secuencia automatica) y Auto Camera Setup (Configuracion
automatica de la camara) y realice una o dos capturas para obtener la configuracion
correcta de la camara.

- El alternador de configuracién automatica situado debajo de la imagen puede seguir
utilizandose para determinar automaticamente los mejores ajustes para el portaobjetos.
- Cuando los ajustes de la camara sean correctos, active Auto Sequence (secuencia
automatica). Esto serd mas rdpido que utilizar la configuracion automatica de la camara
para cada fotograma.

e Lasimagenes seran procesadas por el ensayo a medida que sean capturadas. No hay
modificacién del umbral, los datos brutos se utilizan para crear una Framelist para el
procesamiento de imagenes.

e No hay modificacién del umbral, los datos brutos se utilizan para crear una Framelist
para el procesamiento de imagenes. Esto completara el procesamiento de las células de
la Lista de marcos.

Captura y monitor de clase

Cuando se inicia la Spot Capture automatica o manual, aparece el panel Spot Fluorchrome Selection
(seleccion del fluorocromo de puntos) que muestra los nombres de los fluorocromos definidos en el
ensayo.

Counterstain Fluorochrome Captured

= [+ Dapl 7
Vi I™ Spectum Gresn g W

s ™ Spectrum Orange

v Auto sequence
Clags maritar
Build List Load List Delete Save List |
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Haga clic en el icono Class Monitor (Monitor de clase) para mostrar el cuadro de didlogo del
monitor de clase.

Class Monitor

Total informatives captured so Faris 11 :ftglf :f;so:
Default [Sessss ] 182% N/A

El nimero total de celdas informativas procesadas hasta el momento se muestra en la parte
superior del cuadro de didlogo.

e La barra muestra el nimero de informativos como porcentaje del recuento de paradas de
ensayo.

Detener la captura automatica SPOT

La captura automatica de CytoVision DX GSL esta disefiada para funcionar sin necesidad de ajustes
o de interaccion.

La captura automatica se detendra cuando se cumpla una de las siguientes condiciones:
e Se haalcanzado el nimero de paradas tras los fotogramas.
e Se ha alcanzado el numero de células informativas tras la parada.
e La captura ha finalizado para todos los fotogramas del 4drea de exploracién.
e El botdén Stop se pulsa manualmente.

A menos que se pulse el botdn Stop, el GSL pasara a la siguiente diapositiva del lote y realizara el
escaneado o la captura automatica en ese portaobjetos segun sea necesario.

Consulte los procedimientos paso a paso de ejemplo para ejecutar un portaobjetos de recuento
puntual para la captura manual o el escaneado completo y la captura automatica.

Sonda CytoVision DX Instrucciones de funcionamiento, Revision A
© Leica Biosystems Imaging, Inc. 2022 | Pagina 68



Apéndice: Tejido FISH

Descripcion general del tejido FISH

La funcionalidad Tissue FISH (tejido FISH) ha sido disefiada para permitir la obtencién de imagenes
de portaobjetos Tissue FISH utilizando el hardware de escaneo o captura del sistemayy, a
continuacion, la revision o el analisis de las imagenes.

e Las opciones de escaneado permiten la selecciéon manual o automatizada de las areas
de escaneado para su captura.

e Los datos de la lista de marcos se capturan con el modo de captura automatica
ProbeAuto o utilizando la aplicacion de captura manual de la sonda.

El uso previsto de captura de Framelist es con sondas de ADN FISH, la aplicacién no tiene ninguna
funcionalidad pensada para trabajar con portaobjetos de muestras de IHC de tejidos o
inmunofluorescentes.

e Lacapacidad del médulo con licencia Tissue FISH controla el acceso a opciones
adicionales de plantillas de portaobjetos en los sistemas de escaneado GSL, no es una
configuracién de captura o analisis.

e Todas las funciones de captura son caracteristicas estandar de la capacidad de licencia
del software Probe.

e No existen herramientas especificas de visualizacién, morfologia o analisis de FISH
tisular.

Exploracion y captura FISH de tejidos
Existen 3 flujos de trabajo de configuracion de la exploracion FISH de tejidos disponibles a través de
los ajustes de la pantalla de plantilla de portaobjetos y que se describen a continuacion.

1. Escaneado automatico y autocaptura (modo buscador de tejidos, autocaptura)

2. Escaneado automatico y marcado manual de la regién (modo buscador de tejidos, captura
diferida)
3. Seleccién manual de la regién (tejido semiautomatico, sin escaneado, captura automaética)

1) Escaneado y captura automaticos:

Utiliza la aplicacion de busqueda de tejidos como parte de una

Scan

plantilla de portaobjetos. Sean Mode: Fluarescent
e Preescaneado de campo claro 1,25x opcpnal para Finder Appiicatione| e Rodes
detectar el grabado de la zona de portaobjetos. -y rTE———

e Mapa de enfoque 10x y escaneo detectando Interphase finder

Tlﬂl:| e finder

fotogramas de tejido tefiidos con DAPI. Objective:

e Captura automatica de la lista de fotogramas de
todos los fotogramas o de varias regiones de la cuadricula dentro del area de
escaneado/grabado.

Tissue Semi Auto

AutoCapture

[+] Perform AutoCapture

) Capture all frames @ Capture |n regions, size |3 ¥ | = 0 frames (b

1

Objective: 63X ¥ _l
3

sebiira Klladas - rem ' as 5
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2) Escaneado automatico y marcado manual de Scan
regiones:

Utiliza la aplicacion de busqueda de tejidos como parte de una

Scan Mode: Fluerescent

Findar Apphication:) Tissue finder

plantilla de portaobjetos, con una captura automadtica diferida

. [t h f
basada en las zonas seleccionadas. Classifier: EEpRIE o
Interphase finder

e Preescaneado de campo claro 1,25x opcional para Objective: Teasn Hiddar
detectar el grabado de la zona de portaobjetos. Tissue Semi Auto

e Mapa de enfoque 10x y escaneo detectando fotogramas
de tejido tefiidos con DAPI.

e Marcado manual de fotogramas o regiones seleccionadas mediante la aplicacién
Tissue FISH Markup (marcacion FISH tisular).

e Captura automatica de la lista de fotogramas de todos los fotogramas o de varias
regiones de la cuadricula dentro del area de escaneado/grabado.

AutoCapture

[+/] Berform AutoCapture

) Capture all frames ) Capture |0 regions, size (3 ¥ | = 0 f.'ames

El marcado manual sélo puede utilizarse en una plantilla de escaneado con una Unica area de
escaneado; si intenta crear varias areas de escaneado, se generara un mensaje de advertenciay no
podra guardar la plantilla hasta que se eliminen las areas adicionales.

3) Selecciéon manual de la region para la captura automatica:

Utiliza la aplicacién de busqueda semiautomatica de tejidos como parte de una plantilla de
portaobjetos con un procedimiento individual de marcado de regiones (preescaneado de campo
claro opcional para detectar el grabado del drea del portaobjetos) para evaluar y fijar regiones para
la captura automatica de una lista de marcos con sonda de gran aumento.

e Este flujo de trabajo requiere conectar una palanca tipo joystick USB al sistema.

e No se realiza ningun escaneado, se trata de un flujo de trabajo interactivo que requiere la
visualizacion del portaobjetos con el microscopio o con imagenes en directo para
establecer las zonas para la captura automatica posterior.

Captura manual

Cualquier sistema CytoVision DX con configuracién de Sonda puede utilizar la aplicacién de captura
de Sonda Manual para crear una Framelist.

e Lasimagenes de captura manual de la sonda pueden capturarse individualmente. Los
sistemas de escaneado pueden utilizar las opciones de fotogramas automaticos de 3x3
y 5x5.
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Grabado de portaobjetos

El escaneado de portaobjetos FISH de tejidos esta disefiado para funcionar de forma 6ptima en
portaobjetos que han sido marcados con un rotulador de punta de diamante/grabador de
portaobjetos, lo que permite determinar automaticamente el area de escaneado mediante un
preescaneado de campo claro antes de cualquier operacién de escaneado y captura.

e Para una deteccion fiable de la zona, el grabado del portaobjetos debe ser claro e
ininterrumpido, alejado de los bordes del portaobjetos o del cubreobjetos y de cualquier
desbordamiento del montante del portaobjetos.

e Sise configura el preescaneado en la plantilla de portaobjetos y no se detecta un area
grabada, el escaneado no seguira adelante.

e Si el portaobjetos tiene varias zonas grabadas dentro del area de escaneado, el
preescaneado las detectard y las incluird en los pasos automatizados de escaneado y
captura.

e También estd disponible la opcién de preescaneado mediante escaneado
semiautomatico para ayudar a identificar manualmente las regiones y para la
visualizacion de la vista general de los portaobjetos.

—

o | WY £ ﬁ"? L 60x AutoCap

i ”p 4colour

Nota: El rotulador no suele dar una linea de contraste clara y oscura y no se recomienda para una
deteccion fiable o consistente.

El escaneado previo para portaobjetos grabados utiliza el objetivo de 1,25 aumentos con luz de
campo claro, por lo que se requiere una calibracion de escaneado de campo claro antes de poder
utilizarlo correctamente.
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Marcacion FISH tisular (captura diferida) &
Marcacién FISH tisular es una opcion de seleccion manual de regiones para su uso Tissue
con el modo de escaneado Tissue Finder. Markup

e Los portaobjetos se escanean a 10x utilizando una plantilla configurada
con la opcién de captura automatica Manual markup (marcacion
manual).

e Lasimagenes escaneadas estan disponibles en un visor de marcacién
FISH tisular que muestra una vision general suturada del tejido
M

fluorescente que permite al usuario crear regiones de captura.

e La captura diferida se inicia utilizando el modo estandar de captura
automatica de la sonda una vez que todos los portaobjetos han
establecido las regiones de captura automatica.

La aplicacion de visualizacion de Tissue FISH Markup (marcacion FISH tisular) se utiliza para
seleccionar regiones de captura automatica para portaobjetos escaneados utilizando la opcién
Manual markup (marcacién manual) de la captura automatica de blisqueda de tejidos.

e Elvisor de marcado puede abrirse directamente en un sistema de escaneado desde la
pantalla de configuracién Scan Batch of Slides (Escanear lote de portaobjetos), cuando
se carga un portaobjetos que contiene datos de marcado como parte de un flujo de
trabajo de captura diferida.

e Haga clic en la «M» roja situada bajo la pantalla de portaobjetos para ir a la pantalla de
visualizacion de portaobjetos.

Otra posibilidad es abrir el visor de marcado mediante una aplicacién independiente que puede
ejecutarse en cualquier sistema CytoVision DX conectado en red.

1. Abra la aplicacion desde Start (Inicio) > All Programs (Todos los programas) > CytoVision DX>
Tissue FISH Markup (marcacion FISH tisular).

El botén Open Case (Abrir caso) aparece sobre un fondo negro.
Seleccione Open Case (Abrir caso) para mostrar una ventana de seleccién de casos.

4. Busquey abra un caso que se sepa que contiene escaneados utilizando la opcion de
marcado manual.

5. Cualquier portaobjetos Tissue FISH Markup con datos de escaneado B Tissiie FISH Ksrkup
10x se actualizara automaticamente en la pantalla - una «M» roja
indica que no se han establecido regiones de captura automatica.

6. Hagaclic en la «M» para abrir la pantalla del visor de marcas FISH
de tejidos. Tissue Markup

w N

Open Case

Si se esta escaneando un caso o se abre en otro sistema o en el visor de
marcado, aparecera un simbolo de candado. El monitor de escaneado debe utilizarse para confirmar
que se ha completado el escaneado de un caso en un lote de escaneado activo antes de intentar el
procedimiento de marcado.

Pantalla de visor de marcado

La pantalla Tissue FISH Markup Viewer (visor de marcacion FISH tisular) muestra una vision general
del escaner Tissue Finder 10x con herramientas para afadir o eliminar regiones de captura
automatica.

1. Pantalla de escaneado de las imagenes de escaneado fluorescente 10x unidas.
- Amplie o reduzca la imagen con la rueda de desplazamiento del ratén.
- Desplacese por la imagen ampliada arrastrando con uno de los botones del ratén.
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2. Anadir o eliminar regiones de captura automatica.
- Seleccione el signo « + » y haga clic en la imagen para soltar una region.
- Seleccione el « - » y haga clic en una region existente para eliminarla.

3. Pantalla de fotogramas
- Una vez afnadida una regién, se muestra un nimero de fotograma que indica cuantas
capturas se esperan para la captura automatica.
- Si cambia el tamafio de la regién en la visualizacién de la imagen, este nimero aumentara
o disminuira a medida que el sistema recalcule las posiciones de captura automatica.

4. Controles deslizantes de mejora de la imagen.
- Brillo y contraste ajusta la pantalla de visién general del escaner 10x si es necesario para
mejorar la identificacion visual de las zonas a capturar.

Cancel

Ejemplo de flujo de trabajo

e Utilice la rueda del ratén para ampliar hasta el nivel de detalle necesario para determinar
las regiones de captura.

e Seleccione el « + » que aparecera resaltado en azul.

e Haga clic con el botén izquierdo del ratén sobre la imagen para soltar un cuadro de
region, este aparece sombreado en verde.

e Arrastre con el botén izquierdo del ratén sobre el recuadro para reposicionarlo, arrastre
con el botén izquierdo sobre los bordes del recuadro para redimensionarlo;
- El sistema calcula el nimero de fotogramas completos y parciales del objetivo de
captura de gran aumento necesarios para incluir toda el area de la region
- El redimensionamiento modificara la visualizacién de los fotogramas a medida que el
sistema recalcule.

\ Frames;

Sonda CytoVision DX Instrucciones de funcionamiento, Revision A
© Leica Biosystems Imaging, Inc. 2022 | Pagina 73



Apéndice: Tejido FISH

Es posible afadir varias regiones de la misma manera

e Lasregiones cercanas o solapadas no permitiran capturar el mismo fotograma dos
veces, el niumero de fotogramas solo aumentara cuando sea necesario capturar nuevos
fotogramas completos.

e Para eliminar regiones, seleccione el « - » y después pulse sobre la regién que desea
eliminar.

Haga clic en OK para cerrar la ventana del visor y volver a la pantalla Markup Case Open (Abrir caso
de marcado) o a la pantalla Scan Batch of Slides (Escanear lote de portaobjetos).

e Los portaobjetos actualizados con regiones de captura apareceran ahora con una «M»

verde.
Tissue Markup il
M

Una vez iniciada el escaneado diferido, se procedera a la captura automatica. Se espera que la
sonda automatica se utilice para generar imagenes Framelist.
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Apéndice: Captura M-FISH

La informacion que figura a continuacion requiere que el sistema CytoVision DX esté habilitado para
los moédulos con licencia Probe (sonda) y MFISH para permitir los ajustes de configuracion
adicionales necesarios para la captura de imagenes M-FISH.

e Lasimagenes capturadas deben analizarse en un sistema que también tenga activado el
maodulo con licencia cariotipo.

e Para el analisis de imagenes M-FISH y los procedimientos de cariotipado, consulte las
instrucciones de uso del cariotipo CytoVision DX.

Introduccion a la técnica de M-FISH

M-FISH es una abreviatura aceptada de Multi-color o hibridacion in situ de fluorescencia Multiplex y
se utiliza para definir el cariotipo de 24 colores de preparaciones de cromosomas (también conocido
como cariotipo espectral o SKY).

Se trata de una técnica FISH combinatoria en la que la mezcla de sondas contiene un conjunto de
pinturas de ADN de biblioteca para cada cromosoma en una metafase. Cada conjunto de sondas
cromosomicas esta marcado con una combinacién tnica de fluorocromos que, cuando se observan
bajo luz fluorescente basada en filtros y se procesan mediante un sistema de imagenes, producen
un «color» distinto.

Puede utilizarse para clasificar los cromosomas en un cariotipo e identificar material cromosémico
reordenado.

e No se puede utilizar M-FISH de cromosoma completo para identificar reordenamientos
cromosomicos internos como inversiones, deleciones o duplicaciones.

e Los cromosomas derivados no proporcionan directamente informacién sobre los brazos
pogq.

M-FISH es una técnica experimental compleja de dominar, que requiere una buena experiencia en
FISH de laboratorio y un uso eficiente de los componentes del microscopio.

e Los filtros adecuados para la obtencién de imagenes fluorescentes y las lentes objetivo
equivalentes a Plan-Fluor o Plan Apo son tan necesarios como el software del sistema
de obtencion de imagenes

Los kits de sondas M-FISH disponibles en el mercado utilizan una contratincién de DAPI con 5
etiquetas fluorocromadticas adicionales, lo que permite 31 combinaciones posibles (25-1), aunque
normalmente solo se utilizan 24.

e Los kits de sondas M-FISH suelen utilizar fluorocromos similares, pero no
necesariamente los mismos, y los filtros utilizados para un conjunto pueden no ser
ideales para otro.

e Puede ser necesario obtener filtros adicionales o versiones modificadas de los utilizados
en el trabajo FISH rutinario para reducir el riesgo de cualquier purga de luz procedente de
las otras etiquetas del portaobjetos.

e Los filtros M-FISH deben ser normalmente de banda estrecha o con maximos de
excitacion o emisioén disefiados para trabajar con los demas fluorocromos de la muestra
y no solo para el mas eficiente para un fluorocromo en concreto.

Sonda CytoVision DX Instrucciones de funcionamiento, Revision A
© Leica Biosystems Imaging, Inc. 2022 | Pagina 75



Apéndice: Captura M-FISH

Descripcion general de la captura

La captura M-FISH se basa en la captura de sonda estandar sin opcién de modificacion del umbral:
existe un procesamiento automatico en segundo plano de los datos sin procesar.

e Es esencial familiarizarse con los controles de pantalla y el flujo de trabajo de captura
antes de intentar la configuracién del M-FISH y las operaciones de captura.

e M-FISH es una técnica de captura manual y no puede utilizarse como parte de un flujo de
trabajo automatizado de exploracion y captura automatica en un sistema de escaneado

CytoVision.

e Lacaptura manual en un sistema de escaneado CytoVision DX se puede realizar
utilizando la funcion de reubicacion metafédsica. Consulte las Instrucciones de uso del

seleccione M-FISH.

cariotipo CytoVision DX.
Configuracion de la captura
Haga clic en el icono del modo de captura en la pantalla de captura estandary 5
Erightfield
) Fluorescent
e Se abre el panel de seleccion de fluorocromos. =1 = O Probe
e Sihacreadoy guardado previamente una lista de captura =K 8,5'[;:;
M-FISH, carguela; de lo contrario, cree una nueva lista
utilizando las opciones estandar de la lista de construccién de
sondas.

Lista de captura

La lista de Captura en el panel de Seleccion de Fluorocromos debe crearse en el orden de captura,

con la contratincién como ultimo canal.

F -
Counterstain Fluorachrame Captured B
] =T MFTSH- G0 v
i ] MFISHFRed
o [ MFISH-Green
O [ MFISH-Red T
O [ MFISH-Aqua B
el 1 MFISHMaPI b
[ &wuto sequence
| Buidlit | | Loadlist | | Delste | | Savelist |

Se recomienda utilizar nombres de fluorocromos M-FISH creados especialmente con ajustes de
color especificos para mejorar la superposicion de colores que se vera en Analysis (andlisis).

Los colores exactos de la sonda pueden modificarse, pero la configuracién de color recomendada

para los fluorocromos es:
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Aqua/DEAC y Cy5.5 no suele utilizarse juntos

Fluomap

Una vez que la nueva lista de captura esta lista, es necesario configurar el
Fluomap. Se trata de las combinaciones Unicas de fluorocromos que se
encuentran en el kit de sondas que se esta utilizando y que deben ajustarse para
crear las clasificaciones M-FISH necesarias para la identificaciéon cromosémica
y el cariotipado.

Color ROJO: Verde Azul i -
Fluo
DAPI 63 63 63
Aqua/DEAC 0 145 255 —
FITC/Green 0 220 0 o [
Gold/Cy3 255 200 0 s "
Rojo 255 0 0 T R = R
FRed/Cy5 0 0 255
Cy5.5 0 145 255

]
-
ol |

e Haga clic en las casillas correspondientes bajo cada clase de
cromosoma para establecer las combinaciones de sondas. Las cruces apareceran.

e El FluoMap debe ajustarse al kit de sonda especifico con el que esté trabajando.

e Los ejemplos que se muestran a continuacién son sélo de referencia y muestran combinaciones

de sondas M-FISH anteriores que pueden haber estado en uso en algin momento.

MF-Gold
MF-Cy5
MF-Cy5.5
MF-Green
MF-Red

10

12

13

14

15

16 A7 g (19 o p1 p2 |X |¥

e

:

Cambio M-FISH (Discontinuado)

e

10

1

12

13

14

15

Cy3 / Gold

Cy5 [ FRed

DEAC | Aqua

Red

FAITC / Green

SpectraVysion (Abbott/Vysis - Discontinuado)
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MFISH- Orange
MFISH- Cy5
MFSH-Green
MFISH-Red
MFISH-DEAC

24XCyte Variation-1

MFISH- Orange
MFISH- Cy5
MFISH-Green
MFISH-Red
MFISH-DEAC

.

24XCyte Variation-2

Una vez creado el fluomapa, haga clic en Done (Hecho) y guardelo junto con la lista de capturas
mediante la funcién Save list (Guardar lista) de la ventana de seleccién de fluorocromos.

Aunque los nombres de los fluorocromos son diferentes entre los distintos kits de sondas, sus
propiedades espectrales son equivalentes. Un kit estandar de filtros M-FISH de banda estrecha
seria:

e DAPI (estandar)

e Filtro Spectrum Aqua (para aguamarina o DEAC)

e Filtro Spectrum Green para Green, FITCand

e Fitro Spectrum Gold (amarillo) para Gold, Orange, Cy3, TRITC.

e Filtro Spectrum Red para Red, Texas Red o Cy3.5

e Filtro Spectrum FRed filter para Far Red o Cy5

Filtros y microscopia

Si utiliza filtros de microscopio preexistentes, asegurese de que se trata de filtros de banda estrecha
que impidan el sangrado de la sefial, especialmente de las etiquetas de sonda cercanas como el
naranja (Cy3) y el rojo.

e Los kits de sondas que utilizan Cy3/Orange y Texas Red/Cy3.5 en combinacion deben
ser imagenes con filtros que de estos 2 canales de color similares.

Debe utilizarse Spectrum Gold de banda estrecha en lugar de un conjunto de filtros
Spectrum Orange o TRITC de banda ancha.

e No utilice filtros genéricos «verdes», «naranjas» o «rojos» que pueden adquirirse en
muchos proveedores de filtros, ya que aumentan el riesgo de que se produzcan
filtraciones de color, lo que podria interferir en el procesamiento y la clasificacion
correctos.

e En caso de duda, pdngase en contacto con su representante de asistencia Leica para
comprobar las especificaciones del filtro y de la sonda.

Sonda CytoVision DX Instrucciones de funcionamiento, Revision A
© Leica Biosystems Imaging, Inc. 2022 | Pagina 78



Apéndice: Captura M-FISH

Durante el uso del microscopio se recomienda reducir en lo posible la exposicién a la luz ultravioleta
mas dafiina (utilizada para la contratincion con DAPI), ya que la luz U.V. es un excitador genérico de
todos los fluorocromos del portaobjetos, especialmente el Cy5/Far Red, que puede ser susceptible
de decoloracion.

e Normalmente, uno de los otros componentes de la sonda (por ejemplo, Spectrum
Gold/Orange) muestra una intensidad de sefial suficiente para encontrar células a bajo
aumento y para el primer canal de captura.

e A continuacién se captura la sefial espectral FRed (Cy5) de menor intensidad, seguida de
(sin ningun orden en particular) el verde, el rojo, el aguamarina'y, por ultimo, la
contratincion DAPI

e Sies posible, utilice el control por software de una fuente de luz fluorescente (Xylis/X-
Cite 120 PC) para reducir la intensidad de la luz que llega a la diapositiva, reduciendo al
minimo cualquier fotoblanqueamiento.

Captura de imagenes M-FISH

Ejemplo de procedimiento basado en la observacién manual al microscopio para identificar las
células para su captura.

El objetivo es capturar cada imagen de la forma mas eficiente posible, reduciendo todo aquello que
introduzca retrasos en el proceso o mantenga la luz fluorescente (especialmente la UV/DAPI) en el
portaobjetos mas tiempo del necesario.

e Sies posible, utilice uno de los canales de sonda mas brillantes (como Spectrum Gold)
para identificar las metafases para su captura.

e Elrojo lejano (Cy5) no es visible al ojo, para determinar la exposicion de la captura y el
enfoque debe utilizar la imagen en vivo de la cdmara. Evite utilizar la configuracion
automatica para este canal debido a las largas exposiciones.

e Sidebe utilizarse DAPI en su lugar, no mantenga la luz sobre el portaobjetos mas tiempo
del necesario para encontrar y capturar la imagen, a fin de reducir el fotoblanqueo de los
canales de la sonda.

e El escaneado de portaobjetos M-FISH a 10x para crear una lista de portaobjetos para la
reubicacion en metafase requeriria el uso de DAPI, ya que no se esperaria que ningun
otro canal mostrara suficiente intensidad y detalle de objeto para un sistema de
escaneado.

Opciones de personalizacion de captura

e Auto Threshold (umbral automatico) debe estar activado; la configuracién automatica de
la cdmara debe estar desactivada.

e La primera captura manual debe identificar la exposicién apropiada de la camara
utilizando AutoSetup (Autoajuste) bajo la ventana principal de la imagen para cada canal,
que debe mantenerse para las capturas posteriores. Utilizar el autoajuste para el canal
Far-Red introducira retrasos innecesarios mientras se realizan cada vez los calculos de
la exposicién prolongada.

Customize Capture 4
Mﬂ%m Capture Threshaolding Probe
I [~ Auto Camera Setup ¥ Auto Threshold WV Auto Register Images
[ Auto Sequence [ Predict Threshold ¥ fato Focus<{ffset
[ Zemo Threshaold

1. Abrao cree un caso en el sistema y vaya a la pantalla de captura.
2. Localice visualmente las células a bajo aumento utilizando el filtro Gold.
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3. Cambie a un 63x o0 100x y capture primero Gold. El sistema realiza automaticamente la
modificacién del umbral y la imagen sin procesar guardada se mostrara en pantalla.

4. Capture a continuacién el canal Far Red/Cy5. Este canal suele tener el requisito de
exposicion mas largo y puede requerir un pequefio cambio de enfoque entre los otros
canales.

5. Complete la captura de los otros canales y DAPI como lo haria con una imagen de sonda
normal.

6. Una vez capturado el Ultimo canal, la aplicacion empieza a procesar la célula y la opciéon New
Cell (Nueva célula)/Live (en vivo) pasa a la siguiente célula lista para que se repita la captura.

7. Transcurridos unos segundos, el panel de captura de imdagenes MFISH
mostrara una marca verde o0 una cruz roja.
- una cruz roja indica algun error en el procesamiento, normalmente debido oo
a una fluorescencia baja o pobre o0 a un contraste deficiente. Si se observa o2
esto, siga el procedimiento de modificacion del umbral descrito a 3l
continuacion o vuelva a capturar la célula.

8. Unavez completadas todas las células, seleccione «Batch Complete» (Lote X
completado) o pase a la pantalla de inicio para finalizar el procesamiento y
cerar las imagenes metafasicas listas para el analisis.

Cell name

Counterstain Fluorochrome

Spectum Gold
[ Spectum FRed

[ Spectum Aqua
j [J Spectum Red XXX
[ Spectum Gresn -
v

[ &uto sequence:

471
of 2
o 3
o 4
a5
o7
o 5

Nota: No es posible capturar células utilizando otros modos de captura en un portaobjetos M-FISH.
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Modificacion manual del umbral

En la captura rutinaria de M-FISH se espera el ajuste de umbral automatico Auta Threshald
para una captura eficiente de todos los canales y el guardado de la imagen
en bruto de cada canal de sonda que se procesan para crear la metafase para el andlisis.

Esto puede desactivarse en el panel Customize Capture (Personalizar captura) para permitir un
umbral manual para el canal de contratincién durante el procedimiento de captura en vivo.

Durante la captura de la contratincién (DAPI) canalice el panel de modificacién del umbral.
Realice una sustraccion de fondo en la imagen, se recomienda un ajuste de entre 15y 25
en funcién del tamafio de los cromosomas.

Después de esto, realice la modificacién del umbral de forma normal. Solo el canal de
contratincioén presenta las opciones de umbralizacién manual, los canales de sonda se
siguen procesando automaticamente.

Puede utilizarse para evitar que los cromosomas pequefios o palidos se pierdan o se borren durante
el paso de modificacion del umbral automatica; sin embargo, no se recomienda para la captura
rutinaria, ya que aflade un retraso en el proceso de captura.

Nueva modificacion del umbral

Una vez finalizada la captura se puede volver a modificar el umbral de laimagen | | Cellname

de contratincién utilizando el panel de procesamiento M-FISH a1
o2

. . . of 4

Hay 2 ocasiones en las que puede ser necesario volver a modificar el umbral 6
manualmente de la célula después del procesado: o7
e Siuna célula falla en el procesamiento automatico (una cruz roja X

solo suele aparecer cuando ha fallado el registro de la imagen,
generalmente debido a uno 0 mas componentes débiles o a un DAPI
mal contrastado).

Si el procesamiento automatico ha dado lugar a que se supriman

cromosomas pequefios o cromosomas proximos a nucleos. Esto

ocurre con mayor frecuencia si la imagen de la contratincién con Batch Complete
DAPI es deficiente, ya que el sistema no puede obtener

correctamente una mascara completa de todos los cromosomas de Reprocess

la metafase.

Procedimiento
1. Seleccione la célula en la ventana de captura de imagenes M-FISH (si no se ha podido
procesar aparecera un mensaje de error).
2. Haga clic en el botén Threshold (Umbral) de la barra de herramientas principal de la pantalla.
Aparecera una ventana estandar de Umbral.
3. Realice una sustraccion de fondo en la imagen, se recomienda un ajuste de entre 15y 25 en
funcion del tamafio de los cromosomas.

»

Después de esto, modifique el umbral como normal y acepte la operacién. El sistema
volvera a procesar la imagen utilizando su nueva mascara DAPI.

Nota: Tras el reprocesamiento de células individuales puede que no se pueda cargar la metafase de
la ultima célula del portaobjetos correspondiente. Si esto ocurre, reinicie el software de aplicaciony
vuelva a abrir el caso antes de continuar.
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Reprocesamiento
El reprocesado puede utilizarse en cualquier momento una vez finalizada la captura M-FISH para
reiniciar todas las células del portaobjetos, borrando cualquier imagen metafasica o cariotipo
existente, y repetir de nuevo el procesado de imagenes sin procesar.
e Se abre la ventana Fluomap que permite modificar cualquiera de las combinaciones de
sondas (si se cometid un error en la creacién original del mapa y no se identificé hasta
después de la captura).
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Apéndice: Ejemplos de procedimientos paso a paso

Para todos los procedimientos de ejemplo, asegurese de que la lampara fluorescente y los
componentes del microscopio estan encendidos. Para los sistemas de escaneado encienda el GSL
y confirme que hay suficiente aceite en el mecanismo de engrase.

e Cuando cambie entre objetivos de aumento bajo y alto, utilice siempre los controles del
software (panel de objetivos o teclas de funcién).

Captura de la sonda estandar [i@

Ejemplo de procedimiento para la captura manual de imagenes FISH tras la carga manual
del portaobjetos y la identificacién de las células.

1. Acceda a la pantalla Standard Capture (Captura estandar) seleccionando el icono Capture
Screen (Capturar pantalla) en la barra de herramientas principal.

2. Abra o cree un casoy seleccione un portaobjetos en el Navegador. Si necesita crear un
portaobjetos, pulse el botén derecho del ratén sobre el caso y elija New Slide (Nuevo
portaobjetos) en el menu.

3. Haga clic en Capture Mode (Modo de captura) y elija Probe (Sonda). =

T,
4.  Configure los fluorocromos que utilizard para la captura en el panel de seleccién =
de fluorocromos (cargue una lista guardada previamente).

Seleccione las opciones que desea utilizar desde Customize (Personalizar) @

i il

5.
(Cargar una plantilla).
6. Haga clic en New cell (Nueva célula).
7. Haga clic en Live (en vivo).
8. Enfoquey centre laimagen.
9.

(Opcional) Si tiene una fuerte intensidad de contramancha abra el panel de interfaz u
de la lampara fluorescente y ajuste el porcentaje de la intensidad de la lampara a un
valor mas bajo do reduzca el fotoblanqueo de los U.V. Filtro DAPI.

10. Haga clic en Auto Setup (Configuracion automatica) Los ajustes de la cdmara optimizan el
contraste de la imagen para cualquier cambio de enfoque o posicién. Fi

11. Si es dificil conseguir un buen contraste, abra la ventana Capture Setup “I:Ta
(Configuracion de la captura) para ajustarlo;
- los controles deslizantes (avanzados) de Configuracién automatica, que controlan los
- los controles deslizantes Negro y Brillo hasta conseguir un contraste de imagen mejorado.
El fondo debe tener un aspecto liso y oscuro. Si la imagen tiene un aspecto plano, gris claro,
puede que tenga demasiada luz; baje el nivel de exposicion.

12. Capture una vez enfocada la imagen y continte con el proceso de modificacion del umbral.

13. Si Auto Threshold (Umbral automatico) estd activado, la imagen se procesard y la captura
continuara.
- En caso contrario, aparecera la pantalla de modificacién del umbral.
- Ajuste el umbral para eliminar cualquier fondo no deseado.

14. Sila secuencia automatica estd activada, el sistema continuara con el siguiente
fluorocromo tras la modificacion del umbral.
- Si no es asi, pulse en Live (en vivo) para capturar el siguiente fluorocromo.

15. Repita los pasos 7-12 hasta que se hayan capturado todos los fluorocromos.
- Si Auto Camera Setup (configuracion automaética de la cadmara), Auto Sequence
(secuencia automatica) y Auto Threshold (umbral automatico) estan activados, el sistema
seguird capturando el resto de los fluorocromos.
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Captura de sonda manual del fotograma de imagen e |

Ejemplo de procedimiento para la captura manual de imagenes FISH tras la carga
manual del portaobjetos y la identificacion de las células.

1.

8.

Abra o cree un caso y seleccione un portaobjetos en el Navegador. Si necesita crear un
portaobjetos, pulse el botén derecho del ratén sobre el caso y elija New Slide (Nuevo
portaobjetos) en el menu.

Entre en la pantalla de captura manual de la sonda seleccionando el icono negro de la
camara en la barra de herramientas principal (solo esta disponible en la pantalla de inicio).

Configure o cargue la lista de captura de fluorocromos que vaya a utilizar para la captura.

Confirme que la contratincién esta ajustada, que cada canal tiene el color correcto, la
asignacion de filtros y los ajustes de pila Z adecuados.

Seleccione el componente de contratincidn, cuando el obturador fluorescente esté abierto
podra ajustar la barra deslizante de exposicion si es necesario para ver la imagen en vivo.

Enfoque y posicione la imagen como desee.

Confirme que Auto Exposure (exposicion automatica) estda marcada y haga clic en Capture
(Capturar)

- Se calcula la exposicién éptima de la cdmara para la contratincién y la imagen se captura
automaticamente.

- Una vez movidos los filtros, se calcula automaticamente la exposicién 6ptima de la
camara para el primer canal de la sonda y se captura la imagen.

- Los canales restantes se capturan automaticamente en secuencia.

Repita los pasos 5 a 7 para cada nueva imagen.

Alternativa: Captura con exposicién de ajuste automatico basada en un area seleccionada.

9.

10.
11.

12.

Seleccione el componente de contratincién, haga clic en una zona de la imagen en directo
para ajustar automaticamente la exposicion de la camara utilizando Unicamente la
informacién de esa zona.

Enfoque y posicione la imagen como desee.

Haga clic en Capture (Capturar)

- La exposicién 6ptima de la cdmara se recalcula para la contratincion en funcién de la zona
seleccionada y se captura automaticamente la imagen.

- Una vez movidos los filtros, se calcula automaticamente la exposicién 6ptima de la
camara para la zona seleccionada en el primer canal de la sonda y se captura la imagen.

- Los canales restantes se capturan automaticamente en secuencia.

Repita los pasos 9 a 11 para cada nueva imagen.

Alternativa: Captura (sin ajuste automatico)

13.

14.
15.

16.

17.

18.

Seleccione el componente de contratincidn, si es necesario, ajuste la barra deslizante de
exposicion manualmente o haciendo clic en una zona seleccionada de la imagen en vivo.

Enfoque y posicione la imagen como desee.

Seleccione el siguiente canal y, una vez movido el filtro, ajuste la barra deslizante de
exposicion manualmente o haciendo clic en una zona seleccionada de la imagen en directo.

Repita la operacién para los canales restantes, asegurandose de que se preajusta una
exposicion 6ptima de la imagen en directo para cada componente de la lista de captura.

Confirme que Auto Exposure (exposicion automatica) no esta marcada y haga clic en
Capture (Capturar)

- se captura inmediatamente la imagen de contratincién y, una vez desplazados los filtros,
cada canal fluorocromo sin ajustar la exposicién de la cdmara.

Repita los pasos 13 - 17 para cada nueva imagen (reajustando la exposicién en los pasos 15
y 16 en mas imagenes si es necesario).
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Captura manual de puntos

s |
Ejemplo de procedimiento para la captura de imagenes de recuento de puntos en un ﬂ@
sistema de captura.

1.

2.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Acceda a la pantalla Standard Capture (Captura estandar) seleccionando el icono Capture
Screen (Capturar pantalla) en la barra de herramientas principal.

Abra o cree un caso y seleccione un portaobjetos en el Navegador. Si necesita crear un
portaobjetos, pulse el botén derecho del ratén sobre el caso y elija New Slide (Nuevo
portaobjetos) en el menu.

Haga clic en Capture Mode (Modo de captura) y elija Spot Counting (recuento de
puntos) =

Se abrird la ventana Existing Assays (Ensayos existentes), seleccione un ensayo apropiado
para el portaobjetos y el kit de sondas que vaya a utilizar y haga clic en Aceptar para
asignarlo al portaobjetos.

Confirme que los ajustes de fluorocromos en el panel de seleccién de fluorocromos son
correctos para el portaobjetos y las sondas que se van a capturar.

Confirme que las opciones Auto Camera Setup (Configuracién automatica de la cdmara) y
Save stack (Guardar pilas) estan seleccionadas en la ventana Capture Customize
(Personalizar captura).

Utilice la tecla de acceso directo del teclado (nimero) para desplazarse al filtro de
contratincién correcto y abrir el obturador fluorescente.

Busque manualmente una zona que contenga material celular y cambie al objetivo de
captura de gran aumento utilizando el panel Objectives (Objetivos). Enfoque y transfiera
toda la luz a la camara.

Haga clic en New cell (Nueva célula)

Haga clic en Live* (en vivo)*. La imagen se muestra en pantalla y la exposicién de la camara
se ajusta para obtener un contraste 6ptimo.

(Opcional) Si tiene una fuerte intensidad de contramancha abra el panel de interfaz u
de la lAmpara fluorescente y ajuste el porcentaje de la intensidad de la lampara a un
valor mas bajo do reduzca el fotoblanqueo de los U.V. Filtro DAPI.

Reenfoque y coloque las células en la imagen en directo Se puede seleccionar la
configuracién automatica si esto cambia el contraste o la saturacion. Si es necesario, abra
la ventana Capture & Fluorochrome Setup (Configuracién de captura y fluorocromos) para
ajustar

- los controles deslizantes Black (Negro) y Bright (Brillo) hasta conseguir un contraste de
imagen mejorado

- los controles deslizantes (avanzados) de configuracién automética pueden modificarse
para mejorar el contraste de la configuraciéon automatica

Vuelva a comprobar el enfoque de la imagen y haga clic en Capture Capturar. La imagen se
guardara.

Si Auto Sequence(secuencia automatica) estd activada, el sistema capturara los
fluorocromos restantes en secuencia*, ajustando automaticamente la exposicién de la
camaray capturando los multiples planos de pila Z configurados en el ensayo.

Si la secuencia automatica esta desactivada, pulse Live* (en vivo). para capturar el
siguiente fluorocromo y repita los pasos 10 - 13 hasta que se hayan capturado todos los
fluorocromos.

Haga clic en el botén Class Monitor (Monitor de clase) situado en la parte inferior de la
ventana Fluorochrome Selection (Seleccion de fluorocromos) para ver cuantas células se
han procesado y puntuado a partir de la captura.

T
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17. Repita los pasos 9 - 12 (13) para capturar imagenes posteriores en distintas zonas de la
diapositiva hasta que el total de informativos (total informatives) del monitor de clase sea
suficiente para su analisis.

Yo le Yo Uf
total class

Default I 100.0%  N/A

Total informatives captured so far is 15

18. Pase a la pantalla de analisis para finalizar la captura y el procesamiento.

* Se |le pedird que cambie los filtros si no tiene una interfaz activa para el revélver dicroico del
microscopio.

GSL: Recuento de puntos automatico

Ejemplo de flujo de trabajo de procedimiento para el escaneado y la captura automatica de
imagenes de recuento de puntos FISH interfasicos en un sistema de escaneado GSL sin etiquetas de
cédigos de barras.

1. Desplacese a la pantalla de escaneado, permitiendo que la aplicacién conecte e
inicie el hardware. @:@

2. (Opcional) Cargue un portaobjetos en la platina y utilice el procedimiento de
captura de puntos manual para varias imagenes con el fin de confirmar los valores de la
camara, el filtro y la pila Z.
- Esto creara un Marco de Imagen donde los parametros del ensayo pueden ser
evaluados en un conjunto controlado de imagenes. lél
- Descargue la bandeja al terminar y limpie el portaobjetos de cualquier resto de
aceite si se va a volver a utilizar para escanear.

3. Enla pantalla Scan (Escanear) seleccione el icono Scan batch of slides (escanear lote de

CIEF

portaobjetos). ==
4. Haga clicy resalte el icono de diapositiva 1 (posicion 1, bandeja 1);
- Seleccione la caja en la que se guardaran los datos de la imagen.
- Seleccione una plantilla de escaneado adecuada para la diapositiva. 0 -
O

5. (Opcional) Puede asignar un nombre a cada portaobjetos haciendo clic en la O
etiqueta situada en el extremo esmerilado de la pantalla del portaobjetos.

6. Edite la plantilla, tras confirmar que esta configurada para busqueda fluorescente e
interfasica y que el modo de captura estéa ajustado a SpotCounting (Recuento de puntos).

7. Haga clic en el botén Select SPOT Assay (Seleccionar ensayo SPOT) para abrir el didlogo
Existing Assay (Ensayo existente).
- Seleccione un ensayo de la lista o cree un nuevo ensayo apropiado para el portaobjetos.
- Confirme los ajustes del ensayo y haga clic en OK para asignar el ensayo seleccionado.

8. La plantilla de escaneado esta lista para ser utilizada. Haga clic en OK para asignarla a la
diapositiva seleccionada.

9. Coloque el portaobjetos de muestra correcto (que coincida con el caso seleccionado en el
paso 5) en la posicion 1 de la bandeja.

10. Seleccione el icono de portaobjetos siguiente y asigne una plantilla de caso y escaneado.
Anada el portaobjetos de muestra correspondiente en la bandeja y compruebe que esta
colocado correctamente.

11. Repita la operacion para el resto de portaobjetos y posiciones que se utilizaran en la primera
bandeja. Coloque la bandeja en la primera posicién (la mas baja) del apilador/casette.

12. Repita el paso para un maximo de 5 portaobjetos en la bandeja 2, cargando la bandeja en la
siguiente posicion (la mas baja) en el apilador/casete. Ctrl o Mayus permiten seleccionar
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13.

14.

15.

16.

varios portaobjetos con el ratén y asignarles el mismo caso o plantilla.

- En los sistemas GSL 120 repita este procedimiento para todas los portaobjetos y bandejas
restantes que vaya a utilizar, después coloque el casete en la unidad del apilador y cierre la
puerta.

Seleccione Scan Escanear: el primer portaobjetos se escaneard a 10x para encontrar
células, se afnadira aceite automaticamente y después se capturara a gran aumento.

Durante la captura, la pantalla mostrara la pantalla de captura estandar en el modo de
recuento de puntos (para mas informacion, consulte Captura automaética de puntos).

(Opcional) Haga clic en el botén Class Monitor (Monitor de clase) situado en la parte inferior
de la ventana Fluorochrome Selection (Selecciéon de fluorocromos) para ver cudntas células
se han procesado y puntuado a partir de la captura.

%6 of % of

Total informatives captured so far is 15 total e

Default I 100.0%  N/A

Cuando se alcance el primero de los recuentos de parada del ensayo, la captura finalizara y
pasara al siguiente portaobjetos, repitiéndose el escaneado, el engrase y la captura
automatica hasta que se completen todos los portaobjetos.
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