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(57) Resumo: APARELHO DE MEDICAO, METODO E
PROGRAMA DE COMPUTADOR. A presente invencao refere-se a um
aparelho de medigdo para enumeragdo de particulas de glébulos
brancos em uma amostra compreendendo: um prendedor, que esta
disposto para receber um dispositivo de aquisicAo de amostra que
prende uma amostra, um sistema de imagem, compreendendo um
dispositivo de ampliagdo e pelo menos um dispositivo de aquisigao de
imagem, o dito sistema de imagem estando disposto para adquirir pelo
menos uma imagem digital da amostra, € um analisador de imagem,
que esta disposto para analisar imagem digital, para identificar
particulas ou glébulos brancos e determinar o nimero de particulas ou
glébulos brancos e que esta disposto para analisar a imagem gigital
para identificar particulas ou glébulos brancos que estejam retratados
no foco, determinar os tipos dessas particulas ou glébulos brancos, os
tipos sendo distringuido pelos caracteristica fisicas e determinado a
proporgao de tipos diferentesde particulas ou glébulos brancos.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "APARELHO
DE MEDIGCAO, METODO E PROGRAMA DE COMPUTADOR".
Campo Técnico

A presente invencao refere-se um aparelho de medicdo e um
método para enumeracgao de particulas, como, por exemplo, células em uma
amostra, como, por exemplo, uma amostra sanguinea. A presente invengao
também se refere a um programa de computador para analisar a amostra.

Antecedentes da Invencio

Determinar uma contagem de glébulos brancos no sangue é fre-
quentemente importante com relagao ao tratamento de um paciente. Essa
andlise pode ser necessaria para diagnosticar, por exemplo, leucemia, ou
doencgas infecciosas presente invencao inflamatérias ou para monitorar tra-
tamentos. E desejavel possibilitar que os resultados da analise sejam obti-
dos o mais rapido possivel a fim de minimizar os tempos de espera para os
pacientes e possibilitar que um médico tome uma decisdo de tratamento e
diagnostique diretamente ao fazer um primeiro exame no paciente. Portanto,
é preferivel proporcionar um método de analise que possa ser realizado ra-
pidamente pelo médico ou uma enfermeira sem que seja preciso enviar um
testa para um laboratério. A determinagédo da contagem de glébulos brancos
& um dos testes mais comuns a ser realizado nos pacientes no estabeleci-
mento de um diagnostico. Portanto, € vantajosa a obtengcdo de um meétodo
rapido e simples de realizar a analise.

Nos dias de hoje, uma contagem de globulos brancos & normal-
mente obtida através de procedimento manual manchando uma amostra
sanguinea e visualizando microscopicamente a amostra em uma camara de
contagem especial, por exemplo, uma camara Birker. A camara de conta-
gem é provida de uma grade dividindo a camara em volumes pequenos bem
definidos. Os glébulos brancos sdo assentados no fundo da cama de conta-
gem a fim de possibilitar que o microscépio focalize nas células na camara e,
portanto, facilite a contagem. Assim, a amostra precisa ser assentada por
varios minutos antes da realizacéo da contagem. A contagem de célula pode

entdo ser determinada pela contagem do numero de globulos brancos por
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caixa na grade. A contagem de célula é obtida é obtida manualmente por um
analista, que precisa ser experiente na realizagdo de analise a fim de ser
capaz de realizar uma analise confiavel.

A analise € demorada. Ademais, é realizada manualmente, os
resultados da analise podem variar dependendo da pessoa que realiza a
analise.

Ha poucos métodos de analise automatizada para determinar
uma contagem de glébulo branco. A contagem de glébulo branco pode ser
determinada por meio do principio Coulter, que € baseado na determinacao
do tamanho da célula e, por meio disso, o tipo de célula pela percepgao de
uma impedancia. Um método para contagem de glébulos brancos pelo prin-
cipio Coulter esta descrito no Documento US 5.262.302. Um aparelho de
medicdo de acordo com o principio Coulter é caro e, portanto, um investi-
mento consideravel. Assim, um hospital ou laboratério ira relutar a investir
em mais do que um aparelho. Isso implica no fato de que sera necessario
realizar a analise em um local centralizado e um paciente precisara aguardar
pelos resultados da analise.

O Principio Coulter € o método de anadlise automatizado domi-
nante que esta sendo usado no momento. Contudo, foram descritos poucos
outros métodos. Tal método para determinar uma contagem de globulo
branco esta descrito do Documento US 5.5685.246. Aqui, uma amostra san-
guinea deve ser preparada sendo misturada com um corante fluorescente e
complexo ligante que etiqueta os glébulos brancos. A amostra é introduzida
em um vaso capilar e é irradiada por uma fonte laser que examina a amostra
no vaso capilar. A fluorescéncia € medida a fim de determinar o numero de
glébulos brancos. Um método similar estd descrito no Documento WO
97/02482, usando um corante florescente e uma fonte laser examinando o
vaso capilar. Esse método esta adaptado para enumeragdo dos globulos
brancos nos produtos aféreses contendo um numero baixo de glébulos
brancos. Aqui, 0 vaso capilar é relativamente espesso e € necessario aguar-
dar até que os gloébulos brancos tenham assentado no fundo do vaso capilar

antes do vaso capilar ser examinado.
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No Documento WO 99/45384, esta ilustrada uma camara con-
tendo uma amostra variando em espessura. A variagdo da espessura separa
compostos diferentes de sangue. A amostra sanguinea € manchada com um
corante para realcar diferencialmente pelo menos trés tipos diferentes de
glébulos brancos na amostra sanguinea. Os glébulos brancos podem ser
enumerados usando um instrumento de exame Optico para visualizar uma
parte da camara.

No Documento WO 98/50777, esta descrito um método para
avaliagao do numero de células somaticas. O método compreende a aplica-
¢do de um volume de uma amostra em um compartimento de amostra e
transmitir sinais eletromagnéticos, tendo passado de um compartimento de
amostra, para um arranjo de elementos de deteccao. As intensidades dos
sinais eletromagnéticos detectados sao processadas e os resuitados sao
relacionados ao numero de células presente na amostra.

E também necessario acelerar e simplificar os métodos automa-
tizados existentes para determinar uma contagem de glébulo branco de ma-
neira que a analise possa ser realizada por qualquer usuario, nao requeren-
do treinamento especial, e de maneira que os aparelhos de medicao possam
ser relativamente baratos. Isso implica no fato de que a analise pode ser
proporcionada em um ponto de atengdo. Ademais, uma vez que a contagem
de glébulo branco é uma analise comumente realizada, qualquer aperfeigo-
amento no método de analise tera um impacto positivo no cuidado com o
paciente. Um método de analise proporcionado a possibilidade de obtengéo
de resultados em um ponto de atengdo sera particularmente vantajoso.

Ainda, pode ser vantajoso obter uma contagem de gldbulo bran-
co diferencial, isto &, examinar a distribuicdo dos diferentes tipos de glébulos
brancos em uma amostra sanguinea. Essa contagem de glébulo branco dife-
rencial pode revelar se os glébulos estdo presentes em uma distribuigao
normal, ou se qualquer tipo de célula aumentou ou diminuiu. A informacao
pode ser util no diagndstico de tipos especificos de doengas. Por exemplo,
um aumento nos neutroéfilos pode indicar uma infecgao bacteriana, enquanto

que um aumento nos linfocitos € comum em infecgdes viréticas agudas.
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A contagem de gldébulo branco diferencial pode também ser obti-
da pela visualizag&o microscopica a contagem manual de glébulos brancos
manchados em uma cémara Burker. Existem também alguns métodos au-
tomatizados. Por exemplo, pode ser obtida uma contagem diferencial com o
principio Coulter pela analise da forma e do tamanho do pulso elétrico gera-
do por uma célula passando através de um campo elétrico. A forma e o ta-
manho do pulso podem ser relacionados ao tipo do gldébulo branco sendo
detectado. Tal método esta descrito no Documento US 4.528.274.

No Documento US 5.123.055, esta descrito outro método para
identificar tipos diferentes de glébulos brancos. Esse método requer parame-
tros de tamanho e cor a ser sequencialmente analisado a fim de diferenciar
os tipos de globulos brancos.

E ainda desejado acelerar e simplificar os métodos automatiza-
dos existentes para determinar uma contagem de glébulo branco diferencial.
E particularmente vantajoso proporcionar um método de analise rapido, sim-
ples e relativamente barato de maneira que a analise possa ser proporcio-
nada em qualquer ponto de atengao.

Sumario da Invencao

E um objetivo da invencdo proporcionar uma analise simples
para determinar enumeragao volumétrica de particulas, como, por exemplo,
glébulos brancos em uma amostra, como, por exemplo, uma amostra san-
guinea e determinar uma contagem de particula diferencial, como, por e-
xemplo, uma contagem de glébulo branco diferencial.

Portanto, de acordo com um aspecto da invengao, € proporcio-
nado um aparelho de medigdo para enumeracao de particulas, como, por
exemplo, gloébulos brancos em amostra sanguinea, como, por exemplo, uma
amostra sanguinea.

O aparelho compreende um prendedor, que esta disposto para
receber uma amostra de dispositivo de obtengéo compreendendo uma cavi-
dade de medigao que prende uma amostra, um sistema de imagem adapta-
do para adquirir pelo menos uma imagem digital ampliada da amostra. O

aparelho também compreende um analisador de imagem, que esta disposto
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para analisar a pelo menos uma imagem digital adquirida para identificar as
particulas e determinar o numero de particulas na amostra, na qual o anali-
sador de imagem esta disposto para analisar a pelo menos uma imagem
digital adquirida para identificar as particulas que sao retratadas em foco e
determinando os tipos e o numero dessas particulas, os tipos sendo distin-
guidos pelas caracteristicas fisicas das particulas, determinando, por meio
disso, a proporgao dos tipos diferentes de particulas na amostra.

O sistema de imagem pode compreender um dispositivo de am-
pliagcao e pelo menos um dispositivo de aquisicdo de imagem digital.

De acordo com uma modalidade o aparelho esta adaptado para
enumeragao dos glébulos brancos em uma amostra sanguinea, a cavidade
de medicao esta adaptada para prender uma amostra sanguinea manchada
e hemolizada, e onde o analisador de imagem esta disposto para analisar a
pelo menos uma imagem digital adquirida para identificar os glébulos bran-
cos manchados e determinar o numero de glébulos brancos na amostra, on-
de o analisador de imagem esta disposto para analisar a pelo menos uma
imagem digital adquirida para identificar os globulos brancos que estao retra-
tados em foco e determinar os tipos e o numero desses glébulos brancos, os
tipos sendo distinguidos por caracteristicas geométricas dos glébulos bran-
cos, por meio do qual é determinada a proporg¢ao de tipos diferentes de glo-
bulos brancos na amostra.

De acordo com outro aspecto da invenc¢ao, é proporcionado um
meétodo para enumeragao e particulas nas amostra, o dito método compre-
ende: adquirir uma amostra na cavidade de medi¢ado de um dispositivo de
aquisi¢cao de amostra, adquirir pelo menos uma imagem digital de uma am-
pliagao da amostra irradiada na cavidade de medigéo, analisar digitalmente
a pelo menos uma imagem digital para identificar as particulas e determinar
o numero de particulas na amostra, e analisar digitalmente a pelo menos
uma imagem digital para identificar particulas que sao retratadas em foco e
determinar os tipos e numero dessas particulas, os tipos sendo distinguidos
pelas caracteristicas geométricas das particulas, por meio disso & determi-

nada a proporc¢ao dos diferentes tipos de particulas na amostra.
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De acordo com uma modalidade o método esta adaptado para
enumeragdo dos glébulos brancos em uma amostra sanguinea. O método
compreende a aquisicdo de uma amostra sanguinea na cavidade de medi-
cao de um dispositivo de aquisicido de amostra. A amostra sanguinea € mis-
turada com um reagente, compreendendo um agente de hemolizagao para
produzir lise celular dos glébulos vermelhos na amostra sanguinea e um a-
gente manchador para manchar os glébulos brancos na amostra sanguinea.
O agente manchador preferivelmente mancha seletivamente os glébulos
brancos e ndao mancha outros globulos na amostra sanguinea. O método
compreende adicionalmente adquirir pelo menos uma imagem digital de uma
ampliacdo da amostra na cavidade de medi¢dao. O método também compre-
ende analisar digitalmente a pelo menos uma imagem digital para identificar
glébulos brancos manchados e determinar o numero de glébulos brancos na
amostra, e analisar digitalmente a pelo menos uma imagem digital para iden-
tificar glébulos brancos que sejam retratados no foco e determinar os tipos e
numero desses glébulos brancos, os tipos sendo distinguidos pelas caracte-
risticas geomeétricas das células manchadas, por meio disso é determinada a
proporgao dos tipos diferentes de glébulos brancos na amostra sanguinea.

Tanto o aparelho de medi¢ao quanto o método da invengéao pos-
sibilita analise simples de uma amostra de todo sangue. Com essa finalida-
de, o aparelho de medigao esta disposto para adquirir pelo menos uma ima-
gem digital de uma amostra sanguinea, cuja amostra tenha sido misturada
com um agente manchador para manchar os gloébulos brancos. A mancha
dos glébulos brancos implica no fato de que os glébulos brancos podem ser
distinguidos em uma imagem digital e diferentes tipos de glébulos brancos
podem ser distinguidos pelas caracteristicas geométricas dos globulos na
mesma ou outra imagem digital.

O aparelho de medigao e o método estdo, portanto, dispostos
tanto para determinar uma enumeragéo volumétrica dos gldbulos brancos na
amostra sanguinea quanto determinar uma contagem de glébulo branco di-
ferencial.

Considerando que muitos métodos existentes sdao capazes de
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contar células sanguineos diferentes € mesmo subgrupos de células sangui-
neas, o aparelho de medicdo de acordo com a invengao & especificamente
adaptado para analise dos glébulos brancos. O reagente compreende um
agente de hemolizagao que ira hemolizar os glébulos vermelhos na amostra
sanguinea. Isso destréi a possibilidade de enumerar os glébulos vermelhos
na amostra. Por outro lado, a producgéo de lise nos glébulos vermelhos sim-
plifica a distingdo e identificacdo dos gldbulos brancos na amostra sangui-
nea.

Ademais, o aparelho de medicao esta especificamente adaptado
para analisar a pelo menos uma imagem digital de maneira que sejam identi-
ficados as células que sao retratados no foco. Isso permite a aquisigao de
uma imagem de uma amostra relativamente espessa, enquanto sao conta-
dos apenas as células que estejam no foco. Essa caracteristica € particular-
mente Gtil considerando que a enumeragao do numero total dos glébulos
brancos é mais facilmente feita do que a identificagdo do tipo de glébulos
brancos, uma vez que tipificagcao requer mais detalhes da célula a ser anali-
sada. Assim, assegurando que apenas as células que estejam no foco sejam
contados, a identificagao do tipo de glébulos brancos pode ser realizada em
uma amostra que pode ser simultaneamente usada para determinar uma
enumeracgao volumeétrica estatisticamente confiavel dos glébulos brancos na
amostra.

O aparelho de medicdo e o método da invengéao proporcionam
uma analise muito simples de uma amostra de todo sangue. A analise nao
requer aparelhos de medigdo complicados ou etapas avangadas a serem
realizadas por um operador. Portanto, pode ser realizada em conexéao direta
para exame de um paciente, sem que seja necessario um técnico qualifica-
do. Pode ser meramente requerido que a amostra sanguinea seja adquirida
e misturada com um agente manchador. Entao, a amostra sanguinea pode
ser colocada no prendedor do aparelho de medicao e, em resposta direta ao
mesmo, o aparelho de medi¢do pode apresentar resultados de analise.

De fato, a amostra sanguinea pode ser permitida a ser misturada

com o reagente na cavidade de medi¢do. Assim, ndo sera necessario reali-
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zar uma preparacgao de amostra manualmente. Dentro de poucos minutos, a
reacao da amostra sanguinea com o reagente terao hemolisado os globulos
vermelhos e manchado os glébulos brancos de maneira que a amostra este-
ja pronta para medigcao 6ptica para adquirir pelo menos uma imagem digital.
A amostra sanguinea pode ser misturada com o reagente por, por exemplo,
disperséo ou difusdo do reagente na amostra sanguinea ou vibrando ativa-
mente ou movendo o dispositivo de aquisicdo de amostra de maneira que
seja causada uma agitagido na cavidade de medicao.

O aparelho de medicdo pode também compreender uma fonte
de radiagao magnética, que esta disposta para irradiar a amostra presa na
cavidade de medicao do dispositivo de aquisicado de amostra.

O sistema de imagem pode estar disposto para adquirir uma plu-
ralidade de imagens digitais da amostra usando ajustes 6pticos diferentes,
onde o analisador de imagem esta disposta para analisar cada imagem digi-
tal adquirida para identificar particulas ou glébulos brancos manchados e
determinar o numero de particulas ou glébulos brancos na amostra, onde o
analisador de imagem esta disposto para analisar cada imagem digital ad-
quirida para identificar particulas ou glébulos brancos que sé&o retratados em
foco e determinar tipos e niumero dessas particulas ou glébulos brancos, os
tipos sendo distinguidos pelas caracteristicas geométricas das particulas ou
glébulos brancos manchados, por meio do qual é determinada a proporgao
dos tipos deferentes de particulas ou de glébulos brancos na amostra.

Adquirindo uma pluralidade de imagens digitais em niveis dife-
rentes na diregao da profundidade do campo na amostra, € possivel analisar
um volume relativamente grande de amostra mesmo ao usar uma ampliagao
alta. Devido a pequena profundidade resultante de campo, uma ampliagao
alta dificulta visualizar o volume completo em uma imagem. Uma vez que o
nivel de ampliacao afeta a profundidade de campo, a etapa de aquisigéo de
uma pluralidade de imagens digitais permite o uso de ampliagdo maior, que
sucessivamente possibilita, em cada imagem, diferenciar entre os tipos de
glébulos brancos dependendo, dentre outras coisas, da forma, numero e

tamanho do nucleo.




De acordo com outra modalidade, o sistema de imagem esta

disposto para proporcionar informagdo a cerca da luz na imagem adquirida

para facilitar a focalizagado, por meio da qual é possivel deslocar o foco na
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retratado no foco o nucleo aparece como sombras escuras considerando
que o citoplasma circundante € quase invisivel. O nacleo aparece como re-
gides com intensidade de luz significativamente inferior considerando que ©
citoplasma deixa a luz intensamente sem ser afetada.

Para uma contagem de glébulo branco retratado muito proximo
ao sistema de imagem (préoximo demais para ser um foco) o nucleo aparece
como sombras escuras considerando que o citoplasma circundante age co-
mo uma lente e refrata a luz que resulta em um circulo escuro ao redor do
nucleo. O nucleo aparece como uma regidao com intensidade de luz significa-
tivamente inferior com relagao a imagem focada do nucleo e o citoplasma
aparece como intensidade de luz baixa.

Para um glébulo branco retratado longe demais de um sistema
de imagem (longe demais para estar no foco) o nucleo aparece como som-
bras escuras considerando que o citoplasma circundante age como uma len-
te e refrata a luz resultante em um circulo brilhante ao redor do nucleo. O
nucleo aparece como uma regido com intensidade de luz significativamente
inferior com relacdo a uma imagem focada do nucleo considerando que O
citoplasma aparece com intensidade de luz alta. _

Alternativamente, a identificagdo dos das células que sao retra-
tados no foco pode ser realizada pela analise das bordas das células retra-
tadas para avaliar se a célula é retratada no foco com base em uma inclina-
cao de intensidade da borda. As células que n&o estao no foco irao apresen-
tar uma diminuigdo lenta na intensidade nas bordas, considerando que as
células no foco serao retratadas com uma borda pontuda representada como
uma diminuicdo grande na intensidade na borda da célula. Assim, analisan-
do como a intensidade varia em uma borda de um a célula retratada, pode
ser determinado se a célula esta ou nao retratada no foco.

Uma maneira alternativa para determinar o tipo de célula &, no
analisador de imagem, para uma particula ou célula especifica, determinar o
namero das ditas imagens no qual a dita particula ou célula é retratada con-
tando de uma imagem na qual a particula ou célula é determinada como fora

do foco em uma primeira diregdo para uma imagem na qual a particula ou
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celula é determinada como fora de foco em uma segunda diregéo.

O analisador de imagem pode estar disposto para determinar,
com base no numero de imagens contadas, uma caracteristica geométrica
relacionada ao tamanho da dita particula ou célula.

O sistema de imagem com os ajustes Opticos usado para adqui-
rir a dita pelo menos uma imagem digital pode ser dotado de uma poténcia
de ampliagdo de 1 a 50x, mais preferivelmente de 1 a 20x, mais preferivel-
mente de 3 a 20x, mais preferivelmente de 5 a 20x e mais preferivelmente
em torno de 10x.

O sistema de imagem pode estar disposto para obter a dita pelo
menos uma imagem digital com uma profundidade de campo na variagao de
2 a 60 micrometros, mais preferivelmente na variagao de 2 a 30 microme-
tros, mais preferivelmente em torno de 8 a 10 micrometros.

Conforme usado nesse contexto, "profundidade de campo" im-
plica uma extensdo em uma diregdo ao longo do eixo geométrico 6ptico que
€ retratado em um foco suficiente para permitir analise de imagem para iden-
tificar células posicionadas nessa extensado. Essa "profundidade de campo"
pode ser maior do que uma profundidade de campo convencional pelos ajus-
tes Opticos. Com uma poténcia de ampliagdo aumentada, a profundidade de
campo € diminuida.

A fonte de radiagao eletromagnética pode ser disposta para irra-
diar uma extensao de onda correspondente a um pico na absorvancia do
agente manchador. Consequentemente, os glébulos brancos manchados
que contém uma acumulagdo de agente manchador serdo detectados por
uma indicagao de uma transmitancia baixa de luz nas imagens digitais.

A fonte de radiagdo eletromagnética pode compreender uma
fonte laser. A fonte laser pode proporcionar luz de uma extensdo de onda
bem definida encaixando a absorvancia do agente manchador. Ademais, a
fonte iaser pode proporcionar luz colimada, minimizando distarbios de luz de
dispersao, de maneira que um ponto de transmitancia de luz baixa sera dis-
tintamente distinguido.

A fonte de radiagdo eletromagnética pode alternativamente



10

15

20

25

30

12

compreender um diodo emitindo luz. Essa fonte de radiacdo pode ainda pro-
porcionar condi¢gées de irradiagao suficiente para distinguir apropriadamente
glébulos brancos de outra matéria na amostra.

O analisador de imagem pode estar disposto para identificar a-
reas de absorvancia de luz alta a fim de determinar o niumero de particulas
ou globulos brancos na amostra. O analisador de imagem pode também es-
tar disposto para identificar pontos negros ou escuros na amostra. Uma vez
que os agentes manchadores podem ser acumulados no nucleo dos glébu-
los brancos, a absorvancia da luz pode ser dotada de picos em pontos sepa-
rados. Esses pontos irdo formar pontos pretos na imagem digital e podem
ser classificados como glébulos brancos.

O analisador de imagem pode estar disposto para distinguir tipos
diferentes de particulas ou glébulos brancos pela analise da forma e tama-
nho das areas identificadas de absorvancia de luz alta na pelo menos uma
imagem digital. Uma vez que tipos diferentes de glébulos brancos sao dota-
dos de tamanhos diferentes, o tipo de um glébulo branco pode ser identifica-
do para determinar o tamanho da célula sanguinea. Ademais, os tipos dife-
rentes podem ser manchados diferentemente proporcionando formas dife-
rentes das areas identificadas na imagem digital. Isso pode também ser u-
sado a fim de identificar o tipo de glébulos brancos. Pode ser obtida uma
contagem de glébulo branco diferencial especificando a proporgao de trés
tipos diferentes de glébulos brancos pela analise do tamanho das células
sanguineas. Uma contagem de glébulo branco diferencial distinguindo cinco
tipos diferentes de gloébulos brancos pode requerer caracteristicas adicionais
das células sanguineas a serem investigadas. Por exemplo, pode ser exa-
minada uma quantidade de nuacleos de cada célula, uma intensidade de ra-
diagao transmitida através da célula sanguinea, ou a forma da célula san-
guinea.

O agente manchador pode estar disposto para manchar seleti-
vamente o nucleo dos glébulos brancos. Isso implica no fato de que os glo-
bulos brancos podem ser identificados como pontos coloridos e, portanto,

serem facilmente distinguidos e contados em uma imagem digital. Ademais,
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o tamanho e os pontos de mancha podem ser usados para identificar o tipo
de glébulos brancos, porque os tipos diferentes de glébulos brancos s3o do-
tados de tamanhos diferentes.

O agente manchador pode ser qualquer um do grupo de hema-
toxilina, azul de metileno, verde de metileno, azul de metileno, acetato de
cresil violeta, azul de toluidina, violeta genciana, "sudan analogo", galociani-
na, e fucsina analoga, ou qualquer combina¢io dos mesmos. Contudo, deve
ser observado que o agente manchador nao est4 limitado a esse grupo, mas
podem ser contempladas quaisquer outras substancias.

O agente de hemolizagdo pode ser um sal de amdnio quaterna-
rio, uma saponina, um acido bile, como, por exemplo, um acido deoxicélico,
uma digitoxina, um veneno de cobra, um glucopiranosideo ou um detergente
n&o-iénico do tipo Tritdo. Contudo, deve ser observado que o agente de he-
molizagdo néo estad limitado a esse grupo, mas podem ser contempladas
muitas outras substancias.

O aparelho de medigdo pode também compreender uma lente
objetiva que seja compartilhada para os diferentes ajustes opticos. Isso im-
plica no fato de que as imagens digitais podem ser obtidas pela concep¢ao
ao longo do mesmo caminho éptico de maneira que as imagens sejam cen-
tradas no mesmo ponto na cavidade de medigao. Isso torna o aparelho de
medi¢ao compacto.

De acordo com uma modalidade, o sistema de imagem compre-
ende pelo menos duas partes separadas, que direcionam luz de uma amos-
tra irradiada para uma primeira e uma segunda parte do sistema de imagem.
Isso implica no fato de que o caminho da luz da amostra para o sistema de
imagem pode ser definido em um ajuste optico fixo. Assim, o aparelho de
medicao pode ser forte e insensivel a impacto.

O sistema de imagem pode também compreender um separador
de feixe para direcionar luz da lente objetiva em direcdo a primeira e segun-
da parte do sistema de imagem. Isso implica no fato de que a primeira e a
segunda imagens digitais podem ser obtidas simultaneamente, por meio do

que a analise pode ser realizada muito rapidamente.
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A primeira parte do sistema de imagem pode estar disposta para
receber luz diretamente de um separador de feixe, isto €, nenhum elemento
optico esta disposto entre a primeira parte do sistema de imagem e o sepa-
rador de feixe. Alternativamente, a luz pode estar disposta para passar dire-
tamente de uma lente objetiva para a primeira parte do sistema de imagem.
Entéo, a fim de obter a segunda imagem digital, pode, em vez disso, ser in-
serido um espelho no caminho de luz para defletir para a segunda parte do
sistema de imagem.

O sistema de imagem pode também compreender uma lente
ocular entre o separador de feixe e a parte do sistema de imagem adaptado
para adquirir imagens digitais. A lente ocular, portanto, proporciona uma am-
pliagéo adicional da amostra a fim de distinguir entre os diferentes tipos de
glébulos brancos. Preferivelmente, sdo usados os acondicionamentos de
lente e o acondicionamento de lente ocular ird entdo mover um plano princi-
pal virtual no acondicionamento de lente objetiva para mudar a relagéo entre
o plano de imagem e o acondicionamento de lente objetiva para permitir am-
pliacao adicional.

O sistema de imagem pode também compreender um elemento
optico entre o separador de feixe e a parte do sistema de imagem adaptado
para adquirir imagens digitais para afetar as células nao posicionadas no
foco do sistema de imagem, por meio disso € facilitada a identificagdo dos
glébulos brancos que estejam retratados no foco.

O elemento 6ptico permite a aquisigdo de uma imagem de uma
espessura de amostra maior do que a profundidade de campo do sistema de
imagem. O elemento Optico assegura que as células que estejam fora do
foco possam ser retiradas da consideragao a fim de aumentar a certeza da
medicdo. Uma vez que o elemento Optico afeta a concepgao das células do
foco, as células no foco serao faciimente identificadas. O elemento o6ptico
pode ser implementado como um filtro espacial que afete a imagem de uma
célula de maneira que a borda da célula ira compreender uma intensidade
de sobremodulagdo maior do que a intensidade de fundo, onde a célula é

retratada pela absorcao de luz.
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De acordo com uma modalidade alternativa, o sistema de ima-
gem pode também compreender um elemento de codificacdo de frente de
onda entre o separador de feixe e a segunda parte do sistema de imagem.
Um elemento de codificagao de frente de onda distorce deliberadamente os
raios de luz passando os mesmos através de uma placa de onda com uma
forma tipo sela, que é relativamente chata no meio, mas com bordas festo-
nadas. Isso provoca uma aberragdo optica especifica, a imagem parece
manchada, mas o desfoque € o mesmo sobre uma grande variacdo de dis-
tancias. Portanto, esse elemento de codificagido de frente de onda aumenta
uma profundidade ao longo do eixo geométrico optico que pode ser analisa-
do. As distor¢ées na imagem sdo determinadas principalmente pela forma
do desfoque do elemento de codificagéo de frente de onda, que é precisa-
mente conhecido. Portanto, um computador &€ capaz de remover a mancha
ponto por ponto. Um computador pode decodificar a imagem usando o que
seja essencialmente um filtro digital, e, assim, criar uma imagem que seja
pontuda sobre uma grande profundidade de campo. Dessa maneira, a pro-
fundidade de campo do sistema de imagem pode ser aumentada, possibili-
tando uma profundidade maior de uma amostra a ser retratada no foco.

De acordo com outra modalidade, uma parte do sistema de ima-
gem esta disposta para adquirir tanto a primeira quanto a segunda imagens
e pelo menos parte do sistema de ampliacdo do sistema de imagem pode
ser desviado a fim de adquirir a primeira e a segunda imagens digitais usan-
do diferentes ajustes opticos. Isso implica no fato de que o aparelho de me-
dicao precisa apenas compreender uma unica parte do sistema de imagem.
Ademais, isso permite que sejam usados varios ajustes Opticos diferentes
por, por exemplo, proporcionando uma lente principal que seja moével entre
posicdées bem definidas ao longo do eixo geométrico éptico.

O sistema de imagem pode estar disposto sendo dotado de uma
poténcia de ampliagdo maior nos ajustes opticos usados para adquirir a se-
gunda imagem digital do que nos ajustes opticos usados para adquirir a pri-
meira imagem digital. Isso implica no fato de que os detalhes podem ser

mais bem visualizados na segunda imagem digital, por meio da qual tipos
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diferentes de glébulos brancos podem ser mais faciimente distinguidos uns
dos outros.

O sistema de imagem com os ajustes Opticos usados para ad-
quirir a2 primeira imagem digital podem ser dotados de uma poténcia de am-
pliagdo de 1 a 50x, mais preferivelmente de 1 a 20x, mais preferivelmente de
3 a 20x, mais preferivelmente de 3 a 10x e mais preferivelmente em torno de
4x. Dentro dessas variagdes de poténcia de ampliagao, os glébulos brancos
sao suficientemente ampliados a fim de serem detectados, enquanto o sis-
tema de imagem pode estar disposto para conceber a espessura de amostra
no foco suficiente a fim de acessar a quantidade de gldébulos brancos na i-
magem. Assim, o sistema de imagem pode ser dotado de uma profundidade
de campo cobrindo a espessura da amostra. Contudo, néo precisa ser retra-
tada toda a espessura da amostra na profundidade de campo do sistema de
imagem, usando uma definigdo convencional de profundidade de campo. As
células que sao retratadas ligeiramente fora do foco podem ainda ser conta-
das corretamente usando analise de imagem inteligente. Uma poténcia de
ampliagdo baixa implica no fato de que pode ser obtida a "profundidade de
campo". Assim, pode ser permitida uma espessura de amostra grande e po-
de ser analisado um volume grande. Contudo, se for usada uma poténcia de
ampliacédo baixa, os glébulos brancos podem ser dificeis de detectar porque
cada célula sanguinea esta retratada em muito poucos pixels, como, por e-
xemplo, de 3 a 4 pixels. Pode ser usada uma poténcia de ampliagao inferior
pelo aumento do numero de picheis na imagem adquirida, isto €, proporcio-
nando a resolucédo da imagem digital. Dessa maneira, € possivel usar uma
poténcia de ampliagao optica de 1 a 4x, ao mesmo tempo em que possibilita
que sejam detectados os glébulos brancos.

O sistema de imagem com os ajustes 6pticos usados para ad-
quirir a segunda imagem digital podem ser dotados de uma poténcia de am-
pliagao de 1 a 50x, mais preferivelmente de 1 a 20x, mais preferivelmente de
3 a 20x, mais preferivelmente de 5 a 20x e mais preferivelmente em torno de
10x. Dentro dessas variagdes de poténcia de ampliagéo, os glébulos bran-

cos sao suficientemente ampliados a fim de distinguir entre os tipos diferen-
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tes de globulos brancos. Pode ser usada uma poténcia de ampliacao inferior
usando um elemento oOptico para enfatizar as células que sejam retratadas
no foco e facilitar a identificagdo dessas células.

O sistema de imagem pode estar disposto para obter a primeira
imagem com uma profundidade de campo de pelo menos a espessura da
cavidade de medigao do dispositivo de aquisigdo de amostra. Isso implica no
fato de que um foco suficiente & obtido de toda espessura da amostra de
maneira que toda a espessura da cavidade de medigcdo possa ser simulta-
neamente analisada na imagem digital da amostra. Assim, nao & necessario
esperar que os glébulos brancos assentem na cavidade de medi¢cao, por
meio do que é reduzido o tempo para fazer uma analise. Contudo, pode ser
necessario aguardar uma reag¢ao levando os glébulos brancos a serem he-
molisados e aguardar que se assentem os movimentos provocados pela in-
troducao da amostra na cavidade de medi¢cao. Esses tempos de espera se-
riam muito curtos, na ordem de 30 segundos ou menos. Escolhendo nao
focar muito precisamente em uma parte especifica da amostra, & obtido um
foco suficiente de toda espessura da amostra para permitir identificar a
quantidade de globulos brancos na amostra. Isso implica no fato de que um
glébulo branco pode estar de alguma forma manchado e ainda ser conside-
rado no foco da profundidade de campo. O volume analisado da amostra
pode, assim, ser bem definido pela espessura da cavidade de medigéo e o
tamanho da imagem digital especificando a area de sec¢édo transversal da
cavidade de medicao sendo retratada.

O sistema de imagem pode estar disposto para obter a primeira
imagem com uma profundidade de campo na variagéo de 50 a 200 microme-
tros. Essa profundidade de campo pode ser adaptada para corresponder a
profundidade ou espessura da cavidade de medi¢do. Uma profundidade de
pelo menos 50 micrometros permite a analise de um voluma maior de san-
gue sobre uma area em corte transversal pequena, evitando, assim, a com-
pressao das células sanguineas da amostra em uma monocamada. Assim,
pode ser analisado um volume suficientemente grande da amostra sangui-

nea a fim de fornecer valores confiaveis da contagem do glébulo branco u-
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sando uma imagem relativamente pequena da amostra sanguinea. Adicio-
nalmente, € dificil alcangar uma profundidade de campo excedendo 200 mi-
crometros ao mesmo tempo obtendo uma imagem digital com uma amplia-
céo suficiente. E do mesmo modo dificil alcangar uma profundidade de cam-
po excedendo 170 micrometros.

O sistema de imagem pode estar disposto para obter a segunda
imagem com uma profundidade de campo na variagdo de 2 a 60 microme-
tros. Isso pode ser alcancado pela concepg¢ao de uma parte da espessura da
cavidade de medicdo. Nesse caso, apenas essa parte da espessura da ca-
vidade de medicdo é retratada no foco. A segunda imagem digital € entado
analisada apenas considerando os glébulos brancos que sao retratados em
foco suficiente a fim de determinar seu tipo. Uma vez que a segunda ima-
gem digital é usada para determinar a proporgao de tipos diferentes dos glé-
bulos brancos, nao é importante conceber um volume bem definido. Assim, é
possivel obter uma primeira e uma segunda imagens apropriadas pela con-
cepcao da mesma parte da cavidade de medi¢cao. Contudo, a segunda ima-
gem pode alternativamente ser adquirida concebendo uma parte diferente da
cavidade de medigao, por meio do que essa parte pode ser dotada de uma
espessura correspondente a profundidade de campo do sistema de imagem
para obter a segunda imagem.

O analisador de imagem pode estar disposto para ampliar ele-
tronicamente a pelo menos uma imagem adquirida. Enquanto a amostra esta
sendo ampliada para adquirir uma imagem digital ampliada da amostra, a
prépria imagem digital adquirida pode ser ampliada eletronicamente para
simplificar a distingcdo entre objetos que estejam retratados muito proximos
uns dos outros na imagem digital adquirida.

De acordo com outro aspecto da invencgao, € proporcionado um
dispositivo de aquisicdo de amostra para enumerar glébulos brancos em
uma amostra sanguinea. O dispositivo de aquisicao de amostra compreende
uma cavidade de medicao para receber uma amostra sanguinea. A cavidade
de medicao é dotada de uma primeira € uma segunda espessuras fixas pre-

determinadas definidas entre as paredes internas da cavidade de medicéao,
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onde a primeira espessura estd adaptada para determinar a enumeracao
volumétrica total dos globulos brancos na amostra sanguinea e a segunda
espessura esta adaptada para determinar uma proporgao de tipos diferentes
de gldbulos brancos na amostra sanguinea. O dispositivo de aquisicao de
amostra também compreende um reagente, que esta disposto em uma for-
ma seca em uma superficie definindo a cavidade de medicdo. O reagente
compreende um agente de hemolizagao para lisar os glébulos vermelhos na
amostra sanguinea, e um agente manchador para manchar seletivamente
glébulos brancos na amostra sanguinea.

O dispositivo de aquisicdo de amostra proporciona uma possibi-
lidade de obter diretamente uma amostra de todo sangue na cavidade de
medi¢ao e proporcionar a mesma para analise. Nao & necessaria a prepara-
¢ao da amostra. Na realidade, a amostra sanguinea pode ser sugada para a
cavidade de medi¢cao diretamente de um dedo picado de um paciente. O
provimento de um dispositivo de aquisicdo de amostra com um reagente
possibilita uma reagao no dispositivo de aquisicdo de amostra que prontifica
a amostra para analise. Essa reagao é iniciada quando a amostra sanguinea
entra em contato com o reagente. Assim, nao € necessario preparar manu-
almente a amostra, que torna a analise especialmente adequada a ser reali-
zada diretamente na sala de exame enquanto o paciente aguarda.

Uma vez que o reagente & proporcionado em uma forma seca, o
dispositivo de aquisicdo de amostra pode ser transportado e armazenado
por muito tempo sem afetar a usabilidade do dispositivo de aquisi¢éo de a-
mostra. Assim, o dispositivo de aquisicdo de amostra com o reagente pode
ser fabricado e preparado muito antes de realizar a analise da amostra san-
guinea.

Enquanto muitos métodos existentes sdo capazes de contar cé-
lulas sanguineas diferentes e mesmo subgrupos de células sanguineas, o
dispositivo de aquisicdo de amostra de acordo com a invengéo esta especi-
almente adaptado para realizar enumeragao de glébulos brancos. O reagen-
te compreende um agente de hemolizagéo que ira lisar os globulos verme-

Ihos na amostra sanguinea. Isso destréi as possibilidades de enumerar os
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glébulos vermelhos na amostra. Por outro lado, lisar os glébulos vermelhos
simplifica a distingédo e identificagdo dos glébulos brancos na amostra san-
guinea.

O agente manchador proporciona uma marca dos glébulos bran-
cos individuais. Isso possibilita que os glébulos brancos sejam visualizados
ou detectados individualmente. Os giébulos brancos podem, por exemplo,
ser detectados pelo exame da cavidade de medigdo ou obtendo uma ima-
gem da cavidade de medicéo.

O dispositivo de aquisigdo de amostra também proporciona uma
primeira espessura da cavidade de medi¢cao especialmente adaptada para
facilitar a determinagdo de uma contagem de glébulo branco volumétrica. A
cavidade de medicao pode ser dotada de uma espessura suficiente para
permitir a analise de um grande volume de amostra sanguinea e, portanto,
permitir uma boa estatistica para determinar a contagem de glébulo branco
volumétrica. A contagem de glébulo branco pode, portanto, ser obtida so-
mando o numero dos glébulos brancos detectados individualmente em um
volume definido.

O dispositivo de aquisi¢ido de amostra também proporciona uma
segunda espessura da cavidade de medigao especificamente adaptada para
facilitar a distingao entre tipos diferentes de glébulos brancos. A esse respei-
to, a segunda espessura pode ser mais fina do que a espessura permitindo
gue toda a segunda espessura seja retratada na profundidade de campo de
uma ampliagdo maior. Tal ampliagdo maior pode ser necessaria ao distinguir
entre os tipos diferentes de glébulos brancos em comparagcao a imagem a
fim de meramente determinar o niumero total dos glébulos brancos, indepen-
dente do tipo, na amostra sanguinea.

O dispositivo de aquisicdo de amostra pode compreender um
membro de corpo sendo dotado de duas superficies planares formando pa-
redes internas para definir a dita cavidade de medicao. As superficies plana-
res podem estar dispostas em uma distancia predeterminada uma da outra
para determinar uma profundidade de amostra para uma medicdo Optica.

Isso implica no fato de que o dispositivo de aquisicdo de amostra proporcio-
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na uma profundidade bem definida para a medigéao 6ptica, que pode ser u-
sada para determinar precisamente a contagem de glébulo branco por uni-
dade volumétrica. Um volume de uma amostra analisada sera bem definido
pela profundidade da cavidade de medigao e uma area da amostra sendo
retratada. Assim, o volume bem definido pode ser usado para associar o
numero de gldbulos brancos ao volume da amostra sanguinea de maneira
que seja determinada a contagem do glébulo branco.

A cavidade de medigédo é preferivelmente dotada de uma primei-
ra profundidade uniforme de 50 a 200 micrometros. Uma profundidade de
pelo menos 50 micrometros implica no fato de que a cavidade de medicao
nao forga a amostra sanguinea a ser manchada em uma monocamada per-
mitindo, por meio disso, um volume maior de sangue a ser analisado sobre
uma area de secgao transversal pequena. Assim, pode ser analisado um vo-
lume suficientemente grande de amostra sanguinea a fim de fornecer valo-
res confiaveis da contagem de globulo branco usando uma imagem relati-
vamente pequena da amostra sanguinea. A primeira profundidade é mais
preferivelmente de pelo menos 100 micrometros, que permite uma area de
secao transversal ainda menor a ser analisada ou um volume de amostra
maior a ser analisado. Adicionalmente, a primeira profundidade de pelo me-
nos 50 micrometros e mais preferivelmente 100 micrometros também simpli-
fica a fabricagao da cavidade de medigcdo sendo dotada de uma profundida-
de bem definida entre duas superficies planares.

Para a maioria das amostras dispostas em uma cavidade sendo
dotada de uma espessura de até 200 micrometros, a contagem de glébulo
branco é tao lenta que havera apenas pequenos desvios devido os glébulos
brancos estarem dispostos sobrepondo uns aos outros. Contudo, o efeito de
tais desvios estarao relacionados a contagem de glébulo branco e pode, as-
sim, pelo menos até certo ponto, ser manuseado por meio de resultados de
correcao estatisticamente pelo menos para grandes valores de contagem de
glébulo branco. A corregao estatistica pode ser baseada em calibragdes do
aparelho de medigao. Os desvios serdo ainda menores para uma cavidade

de medi¢ao sendo dotada de uma primeira espessura de até 170 microme-



10

16

20

25

30

22

tros, e ainda menores para uma cavidade de medigdo sendo dotada de uma
primeira espessura de até 150 micrometros, por meio do que pode ser usada
uma calibragao simples. A espessura pode até mesmo nao requerer qual-
quer calibragéo para sobrepor células sanguineas.

Adicionalmente, a primeira espessura da cavidade de medicéo &
suficientemente pequena para possibilitar que o aparelho de medi¢éao obte-
nha uma imagem digital de maneira que toda profundidade da cavidade de
medigao possa ser analisada simultaneamente. Uma vez que deva ser usa-
do um sistema de ampliagdo no aparelho de medigéo, ndo é facil obter uma
grande profundidade de campo. Portanto, a primeira espessura da cavidade
de medigao nao deveria exceder 150 micrometros para que toda espessura
seja analisada simultaneamente na imagem digital. A profundidade de cam-
po pode estar disposta para manejar uma primeira espessura da cavidade
de medi¢do de 170 micrometros ou mesmo 200 micrometros.

A cavidade de medigao é preferivelmente dotada de uma segun-
da espessura uniforme de 20 a 60 micrometros. A segunda espessura da
cavidade de medigao permite que toda a segunda espessura seja retratada
na profundidade de campo de uma ampliagdo necessaria para distinguir en-
tre os diferentes tipos de glébulos brancos. Ademais, a segunda espessura
pode ainda permitir a concepgdo de um volume suficiente possibilitando a
analise de um numero substancial de glébulos brancos. Isso permite a de-
terminagao da proporgao de tipos diferentes de globulos brancos com uma
boa certeza estatistica. Tipicamente, & desejado analisar o tipo de 200 glo-
bulos brancos.

O dispositivo de aquisicdo de amostra pode ser provido de um
reagente que tenha sido aplicado a superficie dissolvido em um liquido vola-
til que tenha evaporado para deixar o reagente em uma forma seca.

Foi concluido que o reagente é vantajosamente dissolvido em
um liquido volatil antes de ser inserido na cavidade de medigéo. Isso implica
no fato de que o liquido pode ser evaporado de maneira efetiva de um espa-
co estreito da cavidade de medicdo durante a fabricacdo e preparagao do

dispositivo de aquisicao de amostra.
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de medig¢ao de acordo com uma segunda modalidade.

A figura 4 é o fluxograma de um método de acordo com uma
modalidade da invengao.

A figura 5 é uma vista esquematica de uma disposigcao para uma
lente movel de acordo com uma modalidade da invengao.

A figura 6 € uma vista esquematica de uma disposicdo de acor-
do com uma modalidade da invengéo.

A figura 7 ilustra um exemplo retratado em trés camadas diferen-
tes.

A figura 8a ilustra um glébulo branco na camara vista quando a

celula esta posicionada fora do foco de um aparelho de medigéo de acordo

com a figura 10.
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de acordo com uma quarta modalidade.

Descricao Detalhada das Modalidades Preferidas

Com relagao a figura 1, sera descrito um dispositivo de aquisigao
de amostra 10 de acordo com uma primeira modalidade. O dispositivo de
aquisi¢cao de amostra 10 esta preferivelmente descartavel e deve ser descar-
tado apds ter sido usado para analise. Isso implica no fato de que o disposi-
tivo de aquisicdo de amostra 10 nao requer manipulagao complicada. O dis-
positivo de aquisicdo de amostra 10 é preferiveimente formado em um mate-
rial plastico e pode ser fabricado por moldagem por injegéo. Isso torna a fa-
bricacdo do dispositivo de aquisicao de amostra 10 simples e barata, por
meio da qual os custos do dispositivo de aquisicido de amostra 10 podem ser
mantidos baixos.

O dispositivo de aquisicdo de amostra 10 compreende um mem-
bro de corpo 12, que é dotado de uma base 14, que pode ser tocado por um
operador sem provocar qualquer interferéncia nos resultados da analise. A
base 14 pode ser também dotada de proje¢des 16 que podem encaixar um
prendedor em um aparelho de analise. As projecdes 16 podem estar dispos-
tas de maneira que o dispositivo de aquisicdo de amostra 10 seja correta-
mente posicionado no aparelho de analise.

O dispositivo de aquisicdo de amostra 10 também compreende
uma entrada de amostra 18. A entrada de amostra 18 esta definida entre
paredes opostas no dispositivo de aquisicado de amostra 10, as paredes es-
tando dispostas tao proximas uma da outra que uma forga capilar pode ser
criada na entrada da amostra 18. A entrada de amostra 18 se comunica com
a parte externa do dispositivo de aquisicdo de amostra 10 para permitir que
o sangue seja retirado no dispositivo de aquisicédo de amostra 10. O disposi-
tivo de aquisicdo de amostra 10 também compreende uma camara para con-
tar glébulos brancos na forma de uma cavidade de medicdo 20 disposta en-
tre paredes opostas dentro do dispositivo de aquisigdo de amostra 10. A ca-
vidade de medigéo 20 esta disposta em comunicagdo com a entrada de a-
mostra 18. As paredes definindo a cavidade de medigao 20 estao dispostas

mais préximas juntas do que as paredes da entrada da amostra 18, de ma-
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las por litro de sangue. Em contagens de giébulo branco muito abaixo o vo-
lume da amostra serd pequeno demais para permitir quantidades estatisti-
camente significativas de glébulos brancos a serem contadas. Ademais,
quando a contagem de glébulo branco excede 12 x 10° de células por litro
de sangue, o efeito das células sanguineas estando dispostas sobrepostas
umas nas outras comegara a ser significante na contagem de glébulo branco
medida. Nessa contagem de glébulo branco, os glébulos brancos cobrirao
aproximadamente 8% da sec¢ao transversal da amostra sendo analisada, se
a espessura da primeira parte 20a for de 140 micrometros. Assim, a fim de
obter contagens de glébulos brancos corretas, esse efeito devera ser consi-
derado. Portanto, pode ser usada uma correcdo estatistica de valores de
contagem de glébulo branco acima de 12 x 10° de células por litro de san-
gue. Essa corregao estatistica irA aumentar com o aumento das contagens
de glébulo branco, uma vez que o efeito das células sanguineas em sobre-
posicdo aumenta com o aumento das contagens de glébulo branco. Essa
correcao estatistica pode ser determinada por meio de calibragao de um a-
parelho de medigao. Como uma alternativa, a corregao estatistica pode ser
determinada em um nivel geral para instalar aparelhos de medigao a serem
usados com relagdo ao dispositivo de aquisicdo de amostra 10. Essa corre-
cao estatistica & de magnitude similar as corregdes estatisticas que sao rea-
lizadas no momento no aparelho de andlise que usa o principio Coulter. E
contemplado que o dispositivo de aquisigdo de amostra 10 possa ser usado
para analisar contagens de glébulo branco tdo grandes quanto 50 x 10° célu-
las por litro de sangue.

A segunda parte 20b da cavidade de medicéo 20 esta especifi-
camente adaptada para determinar uma proporgao de tipos diferentes de
glébulos brancos em uma amostra sanguinea. Toda a espessura da segun-
da parte 20a deve ser retratada na profundidade de campo de um sistema
de imagem. Entdo, uma imagem pode ser analisada e o nimero de glébulos
brancos de cada tipo presente na imagem pode ser contado para determinar
a proporgéo dos tipos diferentes de glébulos brancos.

As paredes da segunda parte 20b da cavidade de medicao 20
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estao dispostas em uma distancia uma da outra de 20 a 60 micrometros. A
distancia € geralmente uniforme sobre toda a segunda parte 20b. Uma vez
qgue a analise ¢ intencionada principalmente para comparar o numero de ti-
pos diferentes de glébulos brancos uns com os outros, nao é critico saber o
volume exato sendo analisado. Portanto, a espessura da segunda parte 20b
nao precisa ser tdo precisa quanto a espessura da primeira parte 20a. A es-
pessura da segunda parte 20b precisa permitir uma quantidade suficiente de
glébulos brancos a serem analisados a fim de obter resultados estatisticos
significativos. Ademais, conforme declarado acima, a espessura da segunda
parte 20b deve estar adaptada para ser totalmente retratada em uma pro-
fundidade de campo de um sistema de imagem. Assim, todos os glébulos
brancos no sangue sao retratados no foco e a analise da amostra nao é obs-
truida por ruido na imagem proveniente de partes da amostra retratada fora
do foco. A segunda parte 20b é ais fina do que a primeira parte 20a a fim de
possibilitar o uso de uma ampliagdo maior ao mesmo tempo em que permite
que toda a segunda parte seja retratada em uma profundidade de campo do
sistema de imagem. A ampliagdo maior pode ser necessaria para permitir
nao apenas contagem do numero total de glébulos brancos, mas também
determinar o tipo de glébulos brancos.

Uma superficie de uma parede da cavidade de medicdo 20 €
pelo menos parcialmente revestida com um reagente 22. O reagente 22 po-
de ser seco por congelagdo, seco por aguecimento ou seco a vacuo e apli-
cado na superficie da cavidade de medigao 20. Quando uma amostra san-
guinea € adquirida na cavidade de medigao 20, o sangue ira contatar o rea-
gente seco 22 e iniciar uma reagéo entre o reagente 22 e o sangue.

O reagente 22 ¢ aplicado pela insergao de reagente 22 na cavi-
dade de medigdo 20 usando uma pipeta ou dispensador. O reagente 22 &
dissolvido em um liquido volatil, por exemplo, um solvente organico como,
por exemplo, metanol, quando inserido na cavidade 20. O solvente com o
reagente 22 pode encher a cavidade de medigdo 20. Entdo, é realizada a
secagem de maneira que o solvente sera evaporado e o reagente 22 sera

fixado na superficie da cavidade de medi¢ao 20.
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Uma vez que o reagente deva ser seco na superficie de um es-
paco estreito, o liquido tera uma superficie muito pequena em contato com a
atmosfera ambiente, por meio do que a evaporagao é dificultada. Assim, é
vantajoso usar um liquido volatil, como, por exemplo, metanol, que possibili-
ta a evaporacéao do liquido de maneira efetiva de um espacgo estreito da ca-
vidade de medicao.

De acordo com um método de fabricagao alternativo, o dispositi-
vo de aquisi¢ao de amostra 10 pode ser formado pela fixagao de duas partes
uma na outra, por meio do que uma parte forma a parede de fundo da cavi-
dade de medicao 20 e a outra parte forma a parede superior da cavidade de
medicao 20. Isso permite que um reagente 22 seja seco em uma superficie
aberta antes das duas partes serem fixadas uma na outra. Assim, o reagente
22 pode ser dissolvido em agua, uma vez que o solvente ndo precisa ser
volatil.

O reagente 22 compreende um agente de hemolizagao de glo-
bulo vermelho e um agente manchador de glébulo branco. O agente de he-
molizacdo pode ser um sal amoniaco quaternario, uma saponina, um acido
bile, como, por exemplo, um acido deoxicélico, uma digitoxina, um veneno
de cobra, um glucopiranosideo ou um detergente nao-iénico do tipo Triton. O
agente manchador pode ser hematoxilina, azul de metileno, verde de metile-
no, azur de metileno, acetato de cresil violeta, azul de toluidina, violeta gen-
ciana, "sudan analogue", galocianina, ou uma fucsina analoga, ou qualquer
combinagdo dos mesmos. Quando uma amostra sanguinea contata o rea-
gente 22, o agente de hemolizagdo age para lise os globulos vermelhos de
maneira que os globulos vermelhos lisados seja misturado com o plasma
sanguineo. Ademais, o agente manchador ira se acumular no nucleo dos
glébulos brancos. O reagente 22 deve conter quantidades suficientes de a-
gente manchador para manchar distintamente todos os nucleos dos globulos
brancos. Assim, sempre havera um excedente de agente manchador, que
sera internamente misturado no plasma sanguineo. O excedente do agente
manchador ira fornecer um nivel de fundo baixo, homogéneo de agente

manchador no plasma sanguineo. O agente manchador acumulado nos glo-
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bulos brancos sera distinguivel sobre um nivel de fundo de agente mancha-
dor.

O reagente 22 pode também compreender outros constituintes,
que podem ser ativos, isto €, participando na reac&o quimica com a amostra
sanguinea, ou nao-ativos, isto &, ndo participando na reacao quimica com a
amostra sanguinea. Os constituintes ativos podem, por exemplo, estar dis-
postos para catalisar a hemolizagdo ou agcdo de manchar. Os constituintes
nao-ativos podem, por exemplo, estar dispostos para aperfeigoar a fixagao
do reagente 22 na superficie de uma parede da cavidade de medigao 20.

Em alguns minutos ou mesmo menos de um minuto, a amostra
sanguinea tera reagido com o reagente 22, de maneira que os glébulos ver-
melhos tenham sido lisados e o agente manchador tenha se acumulado no
nucleo dos glébulos brancos.

Com relagao a figura 2, sera descrita uma primeira modalidade
de um aparelho de medicdo 30 para analisar glébulos brancos em uma a-
mostra sanguinea. O aparelho 30 compreende um prendedor de amostra 32
para receber um dispositivo de aquisicdo de amostra 10 com uma amostra
sanguinea. O prendedor de amostra 32 esta disposto para receber o disposi-
tivo de aquisigado de amostra 10 de maneira que a cavidade de medigcéo 20
do dispositivo de aquisicdo de amostra 10 esteja corretamente posicionada
no aparelho 30. O aparelho 30 compreende uma fonte de luz 34 para ilumi-
nar a amostra sanguinea no dispositivo de aquisicdo de amostra 10. A fonte
de luz 34 pode ser uma lampada incandescente, que irradie luz em todo es-
pectro visivel. O agente manchador que esta acumulado no nucleo dos gloé-
bulos brancos ira absorver luz dos comprimentos de onda especificos, de
maneira que o nucleo de todos os glébulos brancos ira emergir em uma i-
magem digital da amostra. Se for adquirida uma imagem de cor, os glébulos
brancos irdao emergir como pontos especificamente coloridos. Se for adquiri-
da uma imagem preto e branco, os glébulos brancos irdo emergir como pon-
tos escuros contra um fundo mais claro.

A fonte de luz 34 pode alternativamente ser um laser ou um dio-

do emitindo luz. Isso pode ser usado para aumentar o contraste na imagem
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de maneira que os glébulos brancos possam ser mais facilmente detectados.
Nesse caso, a fonte de luz 34 esta disposta para irradiar radiagao eletro-
magnética de um comprimento de onda que corresponda a um pico de ab-
sor¢cdo do agente manchador. O comprimento de onda deve também ser
escolhido de maneira que a absorgdo dos componentes dos glébulos nao
brancos no sangue seja relativamente baixa. Ademais, as paredes do dispo-
sitivo de aquisi¢cao de amostra 10 devem ser essencialmente transparentes
para o comprimento de onda. Por exemplo, quando & usado o azul de meti-
leno como o agente manchador, a fonte de luz 34 pode estar disposta para
irradiar com luz sendo dotada de um comprimento de onda de 667 nm.

O aparelho 30 também compreende um sistema de imagem 36,
que esta disposto um lado oposto do prendedor de amostra 32 com relagéo
a fonte de luz 34. Assim, o sistema de imagem 36 esta disposto para receber
radiacao que tenha sido transmitida através da amostra sanguinea. O siste-
ma de imagem 36 nessa modalidade compreende um dispositivo de amplia-
¢ao 38 que esta dividido em duas partes separadas. Uma primeira parte 38a
do dispositivo de ampliagao 38 esta disposta para receber radiagao que te-
nha sido transmitida através da amostra sanguinea na primeira parte 20a da
cavidade de medicdo 20. O sistema de imagem também compreende um
primeiro dispositivo de aquisigao de imagem 40, que esta disposto para con-
ceber a primeira parte 20a da cavidade de medicdo 20 conforme ampliada
pela primeira parte 38a do dispositivo de ampliagao 38. A primeira parte 38a
do dispositivo de ampliagdao 38 esta disposta para proporcionar uma potén-
cia de ampliagao de 1 a 50x, mais preferivelmente de 1 a 20x, e mais prefe-
rivelmente de 1 a 4x. Dentre dessas variagdes de poténcia de ampliagao, &
possivel distinguir os glébulos brancos. A imagem pode ser adquirida com
resolucdo aperfeigcoada a fim de permitir o uso de uma poténcia de amplia-
cao inferior. Ademais, a profundidade de campo da primeira parte 38a do
dispositivo de ampliagao 38 pode estar disposta para incluir a espessura da
cavidade de medig¢ao 20.

A primeira parte 38a do dispositivo de ampliacdo 38 compreende

uma lente objetiva ou sistema de lente 42, que esta disposta préximo ao
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prendedor de amostra 32, e uma lente ocular ou sistema de lente 44, que
esta disposta em uma distancia da lente objetiva 42. A lente objetiva ou sis-
tema de lente 42 e a lente ocular ou sistema de lente 44 pode incluir uma ou
uma pluralidade de lentes individuais ou outros componentes 6pticos. A lente
objetiva 42 proporciona uma primeira ampliagdo da amostra, que é tambéem
ampliada pela lente ocular 44. O dispositivo de ampliagdo 38 pode também
compreender lentes para realizar uma ampliagao apropriada e concep¢ao da
amostra. A primeira parte 38a do dispositivo de ampliacao 38 esta disposta
de maneira que a amostra na primeira parte 20a da cavidade de medigao 20
quando colocada no prendedor de amostra 32 seja focada em um plano de
imagem do primeiro dispositivo de aquisi¢ao de imagem 40.

O primeiro dispositivo de aquisicao de imagem 40 esta disposto
para adquirir uma primeira imagem digital da amostra. O primeiro dispositivo
de aquisi¢ao de imagem 40 pode ser qualquer tipo de camara digital, como,
por exemplo, uma camara CCD ou CMOS. Referéncia a uma camara digital
conforme aqui descrita deve ser considerada apenas como uma modalidade
de uma parte de andlise de imagem. O tamanho do pixel da camara digital
ajusta uma restricdo no sistema de imagem 30 de maneira que o circulo de
confusao no plano de imagem nao exceda o tamanho do pixel na profundi-
dade de campo. Contudo, os glébulos brancos ainda podem ser detectados
se 0os mesmos estiverem de alguma forma manchados e, portanto, o circulo
de confusdo pode ser permitido a exceder o tamanho do pixel ao mesmo
tempo em que é considerado na profundidade de campo, conforme definido
nesse contexto. Conforme aqui usado, "profundidade de campo" ira, portan-
to, implicar uma extensao em uma diregao ao longo do eixo geométrico opti-
co que é retratado em um foco suficiente para permitir analise da imagem
para identificar células posicionados dentro dessa extensdo. Essa "profundi-
dade de campo" pode ser diferente de uma profundidade de campo conven-
cional definida pelos ajustes opticos e pode depender da realizacdo de uma
analise de imagem especifica.

A camara digital 40 ira adquirir uma primeira imagem digital da

amostra na primeira parte 20a da cavidade de medi¢édo 20, onde toda a es-
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pessura da amostra € suficientemente focada na primeira imagem digital
para contar os globulos brancos. O sistema de imagem 36 ira definir uma
area da primeira parte 20a da cavidade de medigédo 20, que sera retratada
na primeira imagem digital. A area sendo retratada juntamente com a espes-
sura da primeira parte 20a da cavidade de medicdo 20 define o volume da
amostra sendo retratada.

Uma segunda parte 38b do dispositivo de ampliacdo 38 esta
disposta para receber radiagdo que tenha sido transmitida através de amos-
tra sanguinea na segunda parte 20b da cavidade de medi¢ao 20. O sistema
de imagem também compreende um segundo dispositivo de aquisicado de
imagem 41, que esta disposto para conceber a segunda parte 20b da cavi-
dade de medig¢éo 20 conforme ampliada pela segunda parte 38b do disposi-
tivo de ampliacdo 38. A segunda parte 38b do dispositivo de ampliacdo 38
esta disposta para proporcionar uma poténcia de ampliacdo de 5 a 200x,
mais preferivelmente de 5 a 100x, e mais preferivelmente de 5 a 20x. Com
essas variagoes de poténcia de ampliagdo, € possivel distinguir entre os gloé-
bulos brancos. A imagem pode ser adquirida com uma resolucéao aperfeico-
ada a fim de permitir o uso de poténcia de ampliagéao inferior. Ademais, a
poténcia de ampliagéo da segunda parte 38b do dispositivo de ampliagao 38
pode ainda estar disposta para incluir a espessura da cavidade de medigao
20.

Como a primeira parte 38a, a segunda parte 38b do dispositivo
de ampliagao 38 também compreende uma lente objetiva ou sistema de len-
te 43, que esta disposta préximo ao prendedor de amostra 32, € uma lente
ocular ou sistema de lente 45, que esta disposto em uma distancia da lente
objetiva 43. Novamente, a lente objetiva ou sistema de lente 43 e a lente
ocular ou sistema de lente 45 podem incluir uma ou uma pluralidade de len-
tes ou outros componentes oOpticos. A lente objetiva 43 proporciona uma
primeira ampliacdo da amostra, que & também ampliada pela lente ocular
45. O dispositivo de ampliacao 38 pode também compreender lentes ou ou-
tros componentes 6pticos para realizar uma ampliagao apropriada e conce-

ber a amostra. A segunda parte 38b do dispositivo de ampliagao 38 esta dis-
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posta de maneira que a amostra na segunda parte 20b da cavidade de me-
digcdo 20 quando colocada no prendedor de amostra 32 sera focada no plano
de imagem do segundo dispositivo de aquisicdo de imagem 41.

O segundo dispositivo de aquisicdo de imagem 41 esta disposto
para adquirir uma segunda imagem digital da amostra. O segundo dispositi-
vo de aquisi¢ao de imagem 41 pode ser qualquer tipo camara digital, como,
por exemplo, uma cadmara CCD ou CMOS. Uma vez que a segunda imagem
deva ser usada para determinar tipos diferentes de gldébulos brancos, o cir-
culo de confusdo na imagem nao deve exceder o tamanho do pixel na pro-
fundidade de campo. A camara digital 41 ira adquiri uma segunda imagem
digital da amostra na segunda parte 20a da cavidade de medi¢ao 20, onde
toda a espessura da amostra é suficientemente focada na segunda imagem
digital para identificar o tipo de glébulos brancos presentes.

O sistema de imagem 36 pode estar disposto para conceber
amostras sanguineas nos dispositivos de aquisicao de imagem 10 sem que
seja necessario ajustar o sistema de imagem 36. Preferivelmente, o sistema
de imagem 36 esta disposto em um alojamento que mantenha o sistema de
imagem em uma relagao fixa para o prendedor de amostra.

O aparelho 30 também compreende um analisador de imagem
46. O analisador de imagem 46 esta conectado a primeira e segunda cama-
ras digitais 40, 41 para receber primeira e segunda imagens digitais adquiri-
das pelas camaras digitais 40, 41. O analisador de imagem 46 esta disposto
para identificar padrées na primeira imagem digital que correspondam a um
gldébulos brancos para contagem de nimero de glébulos brancos presentes
na imagem digital. Assim, o analisador de imagem 46 pode estar disposto
para identificar pontos escuros em um fundo mais claro. O analisador de i-
magem 46 pode estar disposto para ampliar eletronicamente a imagem digi-
tal antes de analisar a imagem digital. Isso implica no fato de que o analisa-
dor de imagem 46 pode ser capaz de distinguir mais facilmente gloébulos
brancos que estejam retratados préximos uns aos outros, mesmo se a am-
pliacado eletronica da imagem digital torne a imagem digital manchada de

alguma maneira.
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O analisador de imagem 46 pode incluir um processador adap-
tado para receber informagéo de imagem da primeira e segunda camaras
digitais 40, 41. O processador pode estar configurado com um software ou
algoritmos de andlise de imagem, por exemplo, a natureza precisa do qual
pode ser adaptada para realizar analises conforme aqui descrito.

O analisador de imagem 46 pode calcular o nimero de glébulos
brancos por volume de sangue dividindo o nimero de glébulos brancos sen-
do identificados na primeira imagem digital com o volume da amostra san-
guinea, que esta bem definida conforme acima descrito. A contagem volu-
metrica do glébulo branco pode ser apresentada em um monitor do aparelho
30.

O analisador de imagem 46 esta adicionalmente disposto para
identificar padrées na segunda imagem digital que correspondam a um gloé-
bulo branco para contar o niumero de glébulos brancos presentes na imagem
digital. O analisador de imagem 46 ir4 também analisar a forma e o tamanho
de cada gl6bulo branco detectado a fim de determinar o tipo de glébulos
branco. Assim, o analisador de imagem 46 pode estar disposto para identifi-
car pontos escuros em um fundo mais claro como glébulos brancos. O anali-
sador de imagem 46 pode estar disposto para primeiro ampliar eletronica-
mente a imagem digital antes de analisar a imagem digital. Isso implica no
fato de que o analisador de imagem 46 pode ser capaz de distinguir mais
facilmente os glébulos brancos que sejam retratados proximos uns aos ou-
tros, mesmo se a ampliacdo eletrébnica da imagem digital torne a imagem
digital manchada de alguma maneira. O analisador de imagem 46 ira entao
determinar o tipo de glébulo branco por meio de varios critérios, um critério
importante sendo o tamanho do glébulo branco retratado. De acordo com
literatura, os linfécitos sdo dotados de um didmetro em torno de 5 a 11 mi-
crometros, os granuldcitos sao dotados de um diametro em torno de 8 a 15
micrometros e os mondécitos sdo dotados de um didmetro em torno de 16 a
25 micrometros. Uma vez que os tamanhos esperados em alguns casos so-
brepdem é preferivelmente usada informacgao adicional para discriminar tipos
de glébulo branco diferentes uns dos outros. Tal informagao pode, por e-



- xemplo, ser a forma e/ou tamanho do nucleo. Os granulécitos podem, por
exemplo, ser identificados pela presenca de dois ou mais pontos na célula
correspondente a um nucleo segmentado. Isso pode ser usado para aperfei-
coar a avaliagao feita pela classificagao por tamanho.

5 Pode ser obtida uma contagem de globulo branco diferenciada
em cinco partes, onde os granulécitos sdo também diferenciados como eosi-
néfilos, neutrdfilos e basoéfilos, pode ser obtida usando caracteristicas fisicas

adicionais. Ainda, as trés partes de contagem de glébulo branco podem ser
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cos para adquirir tanto a primeira quanto a segunda imagens digitais. A lente
objetiva 142 proporciona uma primeira ampliagao da imagem. O sistema de
imagem 136 pode também compreender um separador de feixe 139 para
direcionar luz em duas dire¢des diferentes em diregdo a um primeiro e um
segundo dispositivo de aquisicdo de imagem 140, 141, que podem ser qual-
quer tipo de camara digital, como, por exemplo, uma camara CCD. O dispo-
sitivo de ampliagdo 138 compreende uma primeira lente ocular ou sistema
de lente 144, que esta disposta entre o separador de feixe 139 e a primeira
camara digital 140. A lente objetiva 142 proporciona uma primeira ampliagao
da amostra, que é adicionalmente ampliada pela lente ocular 144. O disposi-
tivo de ampliagcao 138 pode compreender lentes adicionais ou elementos
opticos para realizar uma ampliag@o e concepgao apropriadas da amostra na
primeira imagem digital.

O dispositivo de ampliagdo 138 também compreende uma se-
gunda lente ocular ou sistema de lente 145, que esta disposta entre o sepa-
rador de feixe 139 e a segunda camara digital 141. A lente objetiva 142 pro-
porciona uma primeira ampliagdo da amostra, que ta também ampliada pela
lente ocular 145. O dispositivo de ampliacdo 138 pode também compreender
lentes ou elementos opticos para realizar uma ampliagado e concepgao apro-
priadas da amostra na segunda imagem digital. A lente objetiva 142 e a lente
ocular 145 podem ser implementadas como acondicionamentos de lente e o
condicionamento da lente ocular 145 ird entdo mover um plano principal vir-
tual no acondicionamento de lente objetiva 142 para mudar a relagao entre o
plano de imagem e o acondicionamento de lente objetiva 142 para permitir a
ampliacdo adicional, enquanto o dispositivo de aquisicdo de amostra 110
nido € movido com relacdo ao acondicionamento de lente objetiva 142. Des-
sa maneira, podem ser obtidas ampliagées diferentes na primeira € na se-
gunda imagens digitais.

Especificamente, o dispositivo de ampliagao 138, conforme ilus-
trado nessa modalidade compreende um elemento optico 147 que enfatiza
concepgcao doa globulos brancos que estao colocados no foco. Isso aumenta

as possibilidades para identificar quais os tipos de células sanguineas que



10

15

20

25

30

40

estao sendo retratadas no foco e, por meio disso, devem ser consideradas
ao distinguir entre tipos diferentes de glébulos brancos.

O elemento 6ptico 147 permite a aquisicao de uma imagem de
uma espessura de amostra maior do que a profundidade de campo da parte
do sistema de imagem 136 que captura a segunda imagem digital. O ele-
mento optico 147 assegura que as células que estejam fora de foco possam
ser tiradas da consideragao a fim de aumenta a certeza da medi¢do. Uma
vez que o elemento optico 147 afeta a concepcao das células fora do foco,
as celulas no foco serdo facilmente identificadas. O elemento 6ptico 147 po-
de ser implementado como um filtro espacial que afeta a concepg¢io de uma
célula de maneira que a borda da célula compreenda uma intensidade de
sobreposi¢do maior do que a intensidade de fundo, onde a célula é retratada
pela absorcao de luz. Isso pode ser faciimente detectado na analise de ima-
gem e, portanto, essas celulas podem ser rapidamente descartadas da con-
sideragao.

De acordo com uma modalidade alternativa, o dispositivo de
ampliacao pode compreender um elemento de codificacdo de frente de onda
entre o separador de feixe 139 e a segunda camara digital 141. O elemento
de codificacdo de frente de onda, portanto, substitui o elemento 6ptico 147.
Um elemento de codificagéo de frente de onda distorce deliberadamente os
raios de luz passando os mesmos através de uma placa de onda em forma
de sela, que é relativamente chata no meio, mas as bordas sao festonadas.
Isso causa uma aberragao Optica especifica, a imagem parece manchada,
mas o desfoco é o mesmo sobre uma grande variagao de distancias. Portan-
to o elemento de codificagao de frente de onda aumenta uma profundidade
ao longo do eixo geométrico 6ptico que pode ser analisado. As distorgdes na
imagem sao determinadas principalmente pela forma do elemento de codifi-
cacao de frente de onda, que é precisamente conhecido. Portanto, um com-
putador é capaz de remover a mancha ponto por ponto. Um computador po-
de decodificar a imagem usando o que é essencialmente um filtro digital, e,
assim criar uma imagem que seja viva sobre uma grande profundidade de

campo. Dessa maneira, o dispositivo de ampliagiao pode aumentar a profun-
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didade do campo do sistema de imagem, possibilitando uma maior profundi-
dade de uma amostra a ser retratada no foco.

Nessa modalidade, o separador de feixe pode ser substituido
pelo sistema de imagem 136 e pode compreender um espelho ou outro ele-
mento (ndo ilustrado) para direcionar essencialmente toda luz da amostra
em diregdo a uma das duas camaras digitais selecionadas 140, 141. O espe-
Iho pode entéo ser girado ou movido para deslocar a camara 140, 141 que

esteja visualizando a amostra. Isso permite maior passagem de luz para as

- o —







10

15

20

25

30

43

téncia de ampliacéo inferior. Contudo, uma vez que a segunda imagem digi-
tal visualiza a mesma parte da cavidade de medicdo 120 como a primeira
imagem digital, a ampliagdo maior usada no segundo ajuste 6ptico pode im-
pedir a concepgéo de espessura da cavidade de medi¢dao 120 na profundi-
dade de campo. A segunda imagem digital ira, desta maneira, conceber os
globulos brancos em foco, mas também ira conceber glébulos brancos e ou-
tras partes da amostra sanguinea que estejam fora de foco provocando um
disturbio de mancha na imagem. Nessas condi¢cées, o elemento éptico 147,
conforme acima descrito, ira aperfeigoar as chances para identificar células
que sejam retratadas no foco facilitando a classificagdao quanto ao tipo.

O dispositivo de ampliagdo 138 pode vantajosamente estar dis-
posto para colocar uma parte superior da espessura da cavidade de medi-
¢ao 120 no foco no plano de imagem da segunda camara digital 141. Isso
implica no fato de que os disturbios das partes da amostra sanguinea que
estao fora de foco estejam perto do fundo e permanegam relativamente bai-
xas. Contudo, & concebivel que qualquer parte da cavidade de medigéao 120
seja retratada no foco na segunda imagem digital. Ademais, o dispositivo de
ampliagao 138 pode estar disposto para tipicamente conceber uma espessu-
ra de 20 a 60 micrometros da cavidade de medigéao 120 no foco.

Ainda de acordo com outra alternativa, conforme ilustrado na
figura 6, & adquirida apenas uma imagem digital. Contudo, essa imagem di-
gital precisa proporcionar informagado da diregdo da luz sendo detectada.
Isso implica no fato de que a imagem digital contenha informacao nao ape-
nas da radiagao detectado, como também de um ponto no espago do qual a
radiacao detectada foi emitida. Essa imagem digital pode entao ser apresen-
tada de tal maneira que o foco da imagem digital possa ser deslocada con-
forme desejado. A imagem digital pode, dessa maneira, ser usada primeira-
mente para contar o numero total de glébulos brancos em toda profundidade
da cavidade de medigdo e, em segundo lugar, para deslocar o foco para
uma parte da espessura, para determinar a proporg¢éao de tipos diferentes de
glébulos brancos na amostra. Essa alternativa pode ser implementada con-

forme ilustrado na figura 6 compreendendo uma fonte de luz 334, uma lente
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objetiva 342 e uma camara digital 340. Essas partes podem ser implementa-
das e uma maneira similar, conforme descrito acima. O aparelho também
compreende um arranjo de lentes pequenas 360 sendo proporcionado no
caminho optico entre o dispositivo de aquisigdo de amostra 110 e a camara
digital 340. O arranjo de lentes pequenas 360 proporciona uma possibilidade
para tragar raios na imagem adquirida de maneira que partes diferentes da
imagem sejam colocadas no foco.

Voltando a figura 3, o aparelho 130 também compreende um
analisador de imagem 146. O analisador de imagem 146 esta conectado a
primeira e segunda camaras digitais 140, 141 para receber primeira e se-

gunda imagens digitais adquiridas pelas camaras digitais 140, 141. Alternati-
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. uma profundidade de campo na qual os objetos podem ser considerados
estando no foco mesmo se os mesmos ndo estiverem posicionados exata-
mente no plano de foco. Na figura 7 a profundidade de campo do plano de
foco 720b esta indicada pela area pontilhada 720b’.

5 As figuras de 8a a c ilustram trés glébulos brancos diferentes na
concepgéao de camara e as figuras de 9a a 9c ilustram suas respectivas dis-

tribuicdes de luz.
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mais manchadas e o contraste sera mais baixo do que a imagem determina-
da como o limite para estar fora de foco na primeira diregdo. Similarmente,
sera determinado o outro limite identificando em qual imagem é detectado o
maior contraste entre o nucleo escuro e a luz circundando o nucleo. Nas i-
magens com um plano de foco ainda mais longe do sistema de imagem, as
células serao detectadas como um nucleo escuro e um circulo claro, mas as
mesmas serao mais manchadas e o contraste sera mais baixo do que na
imagem que é considerada como o limite para estar fora de foco na segunda
diregao.

Isso fornecera informagao com relagdo ao raio de curvatura do
respectivo glébulo branco. Um giébulo branco comparativamente pequeno
fornecera uma extensdo de foco comparativamente curta e ira, ao contar as
imagens entre as imagens-limite, resultar em um nimero de imagens com-
parativamente baixo. Isso pode também ser dito como aquelas que se mo-
vem rapidamente dentro e fora do foco. Um glébulo branco comparativamen-
te grande ira fornecer uma extensao de foco mais longa e a distancia entre a
imagem na qual as mesmas estao fora de foco em uma diregdo e a imagem
na qual as mesmas estao fora de foco na outra diregdo sera comparativa-
mente maior. Isso pode também ser dito como aquelas que se movem vaga-
rosamente fora de foco ao comparar as diferentes imagens adquiridas com
imagens das camadas vizinhas. Pode ser observado que a extensao de foco
e as imagens-limite referem-se a uma distancia, mas com uma distancia es-
pecifica no plano e foco para imagem respectiva uma distancia pode, em vez
disso, ser denotada como um numero de imagens.

A modalidade da figura 10 compreende uma fonte de luz 434,
um dispositivo de aquisigdo de amostra 410, um sistema 6ptico 438 (com um
fator de ampliagdo de 10x), um diagrama 450 direcionando a luz para um
dispositivo de aquisi¢do de imagem 440. Com relacéo a figura 4, sera descri-
to um método para enumeracgao volumétrica de glébulos brancos. O método
compreende a aquisicado de uma amostra sanguinea em um dispositivo de
aquisicdo de amostra, etapa 102. E adquirida uma amostra nao-diluida de

todo sangue no dispositivo de aquisicdo de amostra. A amostra pode ser
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adquirida do sangue capilar ou sangue venoso. Uma amostra sanguinea
capilar pode ser retirada para a cavidade de medi¢éo diretamente de um
dedo picado de um paciente. A amostra sanguinea contata um reagente no
dispositivo de aquisicdo de amostra iniciando uma reagdo. Os glébulos ver-
melhos serédo lisados e o agente manchador sera acumulado no nucleo dos
globulos brancos. Dentro de alguns minutos a partir da aquisicdo da amostra
sanguinea, a amostra esta pronta para ser analisada. Alternativamente, &
adquirida uma amostra sanguinea e misturada com um agente de hemoliza-
¢ao e um agente manchador antes de ser introduzida no dispositivo de aqui-
sicao de amostra. O dispositivo de aquisicdo de amostra é entdo colocado
em um aparelho de andlise, etapa 104. Uma analise pode ser iniciada pres-
sionando um botao do aparelho de analise. Alternativamente, a analise é
iniciada automaticamente pelo aparelho detectando a presencga do dispositi-
vo de aquisi¢cdo de amostra.

A amostra ¢ irradiada, etapa 106, e é adquirida uma primeira e
uma segunda imagem digital, etapa 108, usando diferentes ajustes opticos.
A amostra estd sendo irradiada com radiagao eletromagnética de um com-
primento de onda correspondente a um pico de absor¢do do agente man-
chador. Isso implica no fato de que as imagens digitais irdao conter pontos
pretos ou mais escuros nas posi¢gdes do nucleo do glébulo branco.

As imagens digitais adquiridas sao transferidas para um analisa-
dor de imagem, que realiza andlise da imagem das primeira e segunda ima-
gens digitais, etapa 110. O analisador de imagem conta o nimero de pontos
pretos na primeira imagem digital a fim de determinar uma enumeragéao vo-
lumétrica de todos os glébulos brancos na amostra sanguinea. O analisador
de imagem também analisa o tamanho e a forma de um determinado nime-
ro de pontos pretos na segunda imagem digital a fim de classificar os glébu-
los brancos e obter uma propor¢ao de tipos deferentes de glébulos brancos
na amostra sanguinea.

De acordo com outra modalidade ilustrada na figura 11, a etapa
de aquisicdo de imagem 108b envolve a aquisicdo de uma pluralidade de

imagens digitais em diferentes camadas.
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No analisador de imagem a respectiva imagem digital (de cada
camada) € analisada a fim de determinar quais os globulos brancos estio no
foco e para esses globulos brancos a imagem é analisada para classificar os
gldbulos brancos e obter uma proporgdo de diferentes tipos de globulos
brancos na amostra sanguinea.

Deve ser enfatizado que as modalidades preferidas aqui descri-
tas ndo sao de modo algum limitadores e que sao possiveis muitas modali-
dades alternativas no escopo de protecido definido pelas reivindicagées em
anexo.

O aparelho da figura 10 pode ser uma unidade separa porque o
namero total de glébulos brancos pode ser determinado ao determinar a
classificagéo do respectivo giébulo branco. Alternativamente, o aparelho da
figura 10 pode ser usado como dispositivo de aquisicdo de imagem 41 na
modalidade da figura 2 ou como dispositivo de aquisi¢ao de imagem 141 na
modalidade da figura 3. Tal projeto esta no principio ilustrado na figura 2.
Essa modalidade compreende uma fonte de luz 534, um diafragma 550, um
dispositivo de aquisicdo de amostra 510, um separador de feixe 539, um
primeiro sistema 6ptico 538a (com um primeiro fator de ampliagao em torno
de 3x) direcionando a luz para um primeiro dispositivo de aquisi¢cdao de ima-
gem 540 e um segundo sistema 6ptico 538b (com um segundo fator de am-
pliagcao em torno de 10x) direcionando a luz para um segundo dispositivo de
aquisigcao de imagem 541 por via de um espelho 534. O segundo sistema
optico também compreende dispositivo para mudar o foco 542 ou pode ser
movel. Por meio disso o segundo dispositivo de aquisicao 541 é capaz de
adquirir uma pluralidade de imagens digitais. Em uma modalidade o primeiro
dispositivo de aquisicdo de imagem 540 & omitido e o nimero total de parti-
culas ou glébulos brancos é determinado a partir das imagens adquiridas

pelo segundo dispositivo de aquisi¢do de imagem 541.
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REIVINDICAGOES

1. Aparelho de medigao para enumeragéo de particulas em uma
amostra, o aparetho compreendendo:

um prendedor, que esta disposto para receber um dispositivo de
aquisicao de amostra compreendendo uma cavidade de medigéo que pren-
de uma amostra,

um sistema de imagem adaptado para adquirir pelo menos uma
imagem digital ampliada da amostra, e

um analisador de imagem, que esta disposto para analisar pelo
menos uma imagem digital adquirida para identificar particulas e determinar
o numero de particulas na amostra, em que o analisador de imagem esta
disposto para analisar pelo menos uma imagem digital adquirida para identi-
ficar particulas que sejam retratadas no foco e terminar tipos e nimero des-
sas particulas, os tipos sendo distinguidos pelas caracteristicas fisicas das
particulas, em que é determinada a proporgao dos tipos diferentes de parti-
culas na amostra.

2. Aparelho de medigao, de acordo com a reivindicagdao 1, em
que o aparelho esta adaptado para enumeragado de glébulos brancos em
uma amostra sanguinea, a cavidade de medigao esta adaptada para prender
uma amostra sanguinea manchada e hemolizada, e em que o analisador de
imagem esta disposto para analisar pelo menos uma imagem digital adquiri-
da para identificar glébulos brancos manchados e determinar o nimero de
glébulos brancos na amostra, em que o analisador de imagem esta disposto
para analisar pelo menos uma imagem digital adquirida para identificar glo-
bulos brancos que sejam retratados no foco e determinar tipos € numero
desses glébulos brancos, os tipos sendo distinguidos pelas caracteristicas
fisicas dos globulos brancos, por meio do qual é determinada a proporgao
dos diferentes tipos de glébulos brancos na amostra.

3. Aparelho de medigao, de acordo com a reivindicagcao 1 ou 2,
compreendendo adicionalmente uma fonte de radiacao eletromagnética, que
esta disposta para irradiar a amostra presa na cavidade de medi¢ao do dis-

positivo de aquisi¢do de amostra.
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4. Aparelho de medicao, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes de 1 a 3, em que o sistema de imagem esta disposto para ad-
quirir uma pluralidade de imagens digitais da amostra usando diferentes a-
justes oOpticos, em que o analisador de imagem esta disposto para analisar
cada imagem digital adquirida para identificar particulas ou glébulos brancos
manchados e determinar o numero de particulas ou glébulos brancos na
amostra, em que o analisador de imagem esta disposto para analisar cada
imagem digital adquirida para identificar particulas ou glébulos brancos que
estejam retratados no foco e determinar tipos e nimero dessas particulas ou
globulos brancos, os tipos sendo distinguidos pelas caracteristicas fisicas
das particulas ou glébulos brancos manchados, por meio do que & determi-
nada a propor¢ao de tipos diferentes das particulas ou globulos brancos na
amostra.

5. Aparelho de medigao, de acordo com a reivindicagao 1, em
que o sistema de imagem esta disposto para proporcionar informacao da
diregcéo de luz na imagem adquirida, por meio da qual & possibilitado o des-
locamento do foco na imagem adquirida.

6. Aparelho de medigdo, de acordo com a reivindicagdo 1, em
que o sistema de imagem esta disposto para adquirir uma primeira € uma
segunda imagem digital da amostra usando ajustes opticos diferentes, e em
que o analisador de imagem esta disposto para analisar a primeira imagem
digital adquirida para determinar o niumero de particulas ou glébulos brancos
na amostra e o analisador de imagem esta disposto para analisar a segunda
imagem digital adquirida para determinar a proporgao de tipos diferentes de
particulas na amostra.

7. Aparelho de medigdo, de acordo com a reivindicagao 6, em
que o sistema de imagem compreende pelo menos duas partes separadas,
que direcionam luz proveniente de uma amostra irradiada para uma primeira
e uma segunda parte do sistema de imagem.

8. Aparetho de medicao, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes de 1 a 7, em que o analisador de imagem esta disposto para

analisar bordas de particulas ou células retratadas para avaliar se a particula
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ou celula esta retratada no foco com base em uma inclinagéo de intensidade
na borda.

9. Aparelho de medigéo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagcbes de 1 a 8, em que o analisador de imagem esta disposto para,
para uma particula ou célula especifica, determinar o nimero das ditas ima-
gens nas quais a dita particula ou célula esta retratada contando a partir de
uma imagem na qual a particula ou célula seja determinada como estando
fora do foco em uma primeira diregdo, para uma imagem na qual a particula
ou célula seja determinada como estando fora de foco em uma segunda di-
recao.

10. Aparelho de medigao, de acordo com a reivindicagéo 9, em
que o analisador de imagem esta disposto para determinar, com base no
numero contado de imagens, uma caracteristica fisica relacionada ao tama-
nho da dita particula ou celula.

11. Aparelho de medigéo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes de 1 a 10, em que o sistema de imagem com os ajustes oéticos
usado para adquirir a dita pelo menos uma imagem digital € dotado de uma
poténcia de ampliacao de 1 a 50x, mais preferivelmente de 1 a 20x, e mais
preferivelmente de 3 a 20x, mais preferivelmente de 5 a 20x e mais preferi-
velmente em torno de 10x.

12. Aparelho de medigao, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes de 1 a 11, em que o sistema de imagem esta disposto para ob-
ter a dita pelo menos uma imagem digital com uma profundidade de campo
na variacao de 2 a 60 micrometros, mais preferivelmente na variagao de 2 a
30 micrometros, mais preferivelmente em torno de 8 a 10 micrometros.

13. Aparelho de medig&o, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes de 3 a 12, em que a fonte de radiagao eletromagnética esta dis-
posta para irradiar com um comprimento de onda de luz correspondente a
um pico de absorvancia de um agente manchador.

14. Aparelho de medig&o, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagoes de 3 a 13, em que a dita fonte de radiacdo eletromagnetica

compreende uma fonte laser.
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15. Aparelho de medicao, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes de 3 a 13, em que a dita fonte de radiacdao eletromagnética
compreende um diodo de emissao de luz.

16. Aparelho de medigao, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes de 4 a 15, em que o analisador de imagem esta disposto para
identificar areas de alta absorvancia de luz a fim de determinar o nimero de
particulas ou glébulos brancos na amostra.

17. Aparelho de medi¢ao, de acordo com a reivindicagédo 16, em
que o analisador de imagem esta disposto para identificar pontos escuros a
fim de determinar o nimero de particulas ou glébulos brancos na amostra.

18. Aparelho de medicao, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes de 4 a 17, em que o analisador de imagem esta disposto para
distinguir tipos diferentes de particulas ou glébulos brancos pela analise da
forma e tamanho de areas identificadas de alta absorvancia de luz em pelo
menos uma imagem digital.

19. Método para enumeragao de particulas na amostra, o dito
método compreendendo:

adquirir uma amostra em uma cavidade de medi¢do de um dis-
positivo de aquisi¢ao de amostra,

adquirir pelo menos uma imagem digital de uma ampliacdo de
uma amostra irradiada na cavidade de medigéao,

analisar digitalmente a pelo menos uma imagem digital para i-
dentificar as particulas e determinar o numero de particulas na amostra, e

analisar digitaimente a pelo menos uma imagem digital para i-
dentificar as particulas que estejam retratadas no foco e determinar tipos e
numero dessas particulas, o tipos sendo distinguidos por caracteristicas fisi-
cas das particulas, por meio do qual é determinada a proporc¢éao de tipos di-
ferentes de particulas na amostra.

20. Método, de acordo com a reivindicagao 19, em que o método
esta adaptado para enumeragéo de gldébulos brancos em uma amostra san-
guinea, o dito método compreendendo:

adquirir uma amostra sanguinea em uma cavidade de medicao
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de um dispositivo de aquisicdo de amostra, a amostra sanguinea sendo mis-
turada com um reagente compreendendo um agente de hemolizagao para
lisar os globulos vermelhos na amostra sanguinea e um agente manchador
para manchar os glébulos brancos na amostra sanguinea,

adquirir pelo menos uma imagem digital de uma ampliagao da
amostra irradiada na cavidade de medigao,

analisar digitalmente a pelo menos uma imagem digital para i-
dentificar glébulos brancos pela mancha seletiva e determinar o nimero de
glébulos brancos na amostra e,

analisar digitalmente a pelo menos uma imagem digital para i-
dentificar glébulos brancos que sejam retratados no foco e determinar tipos e
numero desses globulos brancos, os tipos sendo distinguidos por caracteris-
ticas fisicas das células manchada, por meio do qual & determinada a pro-
porgao dos diferentes tipos de glébulos brancos na amostra sanguinea.

21. Método, de acordo com a reivindicagdo 19, em que a amos-
tra € misturada com um reagente na cavidade de medigao.

22. Método, de acordo com a reivindicacdao 19, compreendendo
adicionalmente irradiar a amostra presa na cavidade de medigao do disposi-
tivo de aquisicao de amostra.

23. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
19 a 22, em que uma pluralidade de imagens digitais da amostra € adquirida
usando ajustes Opticos diferentes, em que cada imagem digital adquirida &
analisada para identificar particulas ou glébulos brancos manchados e de-
terminar o numero de particulas ou glébulos brancos na amostra, em que
cada imagem digital adquirida é analisada para identificar particulas ou glé-
bulos brancos que sejam retratados no foco e determinar tipos e nimero
dessas particulas ou glébulos brancos, os tipos sendo distinguidos pelas
caracteristicas fisicas das particulas ou glébulos brancos manchados, por
meio do qual & determinada a proporcgao de tipos diferentes de particulas ou
glébulos brancos na amostra.

24. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de

19 a 23, em que a pelo menos uma imagem digital € adquirida de maneira
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que seja registrada informagéao de dire¢ao de luz na imagem adquirida, por
meio do qual é possibilitado o deslocamento do foco na imagem adquirida, e
em que a analise é realizada pelo deslocamento seqiiencial do foco.

25. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de
19 a 24, em que a aquisigao de pelo menos uma imagem digital compreende
adquirir uma primeira imagem digital de uma primeira ampliagdo da amostra
na cavidade de medigdo e adquirir uma segunda imagem digital de uma se-
gunda ampliagdo da amostra na cavidade de medigdo, em que a segunda
ampliagdo € maior do que a primeira, € em que a primeira imagem digital
adquirida e analisada para determinar o nimero de particulas ou glébulos
brancos na amostra e a segunda imagem digital adquirida é analisada para
determinar a proporgéao de tipos diferentes de particulas ou glébulos brancos
na amostra.

26. Metodo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de
19 a 25, compreendendo adicionalmente determinar, para uma célula espe-
cifica, o numero das ditas imagens nas quais a dita célula & retratada con-
tando a partir de uma imagem na qual a particula ou célula é determinada
para estar fora de foco em uma primeira diregdo, para uma imagem na qual
a particula ou célula € determinada para estar fora de foco em uma segunda
direcao.

27. Método, de acordo com a reivindicacao 26, em que, com ba-
se no numero de imagens contadas, é determinada uma caracteristica fisica
relacionada ao tamanho da dita célula.

28. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de
19 a 27, em que a dita pelo menos uma imagem digital € adquirida usando
uma poténcia de ampliagdo de 1 a 50x, mais preferivelmente de 1 a 20x,
mais preferivelmente de 3 a 20x, mais preferivelmente de 5 a 20x e mais
preferivelmente em torno de 10x.

29. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes de
19 a 28, em que o sistema de imagem esta disposto para obter a dita pelo
menos uma imagem digital com uma profundidade de campo na variagao de

2 a 60 micrometros, mais preferivelmente na variagdo de 2 a 30 microme-
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tros, mais preferivelmente em torno de 8 a 10 micrometros.

30. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
22 a 29, em que a amostra ¢é irradiada por luz de uma comprimento de onda
correspondente a um pico na absorvancia do agente manchador.

31. Metodo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
22 a 30, em que a dita irradiagdo é realizada por meio de uma fonte laser.

32. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
22 a 31, em que a dita irradiagao é realizada por meio de um diodo de emis-
sao de luz.

33. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
19 a 32, em que a dita analise compreende identificar areas de absorvancia
de luz a fim de determinar o nimero de particulas ou glébulos brancos na
amostra.

34. Método, de acordo com a reivindicagdo 33, em que a dita
analise compreende identificar pontos escuros para determinar o nimero de
particulas ou glébulos brancos na amostra.

35. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
19 a 34, em que a dita analise compreende distinguir tipos diferentes de par-
ticulas ou glébulos brancos pela analise da forma e tamanho de areas identi-
ficadas de absorvancia de luz alta na pelo menos uma imagem digital.

36. Produto de programa de computador, concretizado em um
meio legivel de computador, para analise de uma amostra, compreendendo:

codigo de computador para analisar digitalmente pelo menos
uma imagem de uma amostra para determinar o niumero de particulas na
amostra;

codigo de computador para analisar digitalmente a pelo menos
uma imagem da amostra para identificar um ou mais tipos de particulas em
uma regiao focada da amostra, cada tipo de particula estando associada a
uma ou mais caracteristicas fisicas de distingao;

cédigo de computador para transferir informagao correspondente
ao numero e tipos de particulas na amostra.

37. Programa de computador para analisar uma amostra, o co-




digo de computador compreendendo cédigo de programa de computador
para:

analisar pelo menos uma imagem digital para identificar as parti-
culas e determinar o nimero de particulas na amostra, e

analisar a pelo menos uma imagem digital para identificar parti-
culas que estejam retratadas no foco e determinar tipos e niumero dessas
particulas, os tipos sendo distinguidos pelas caracteristicas fisicas das parti-
culas, pelo meio do qual é determinada a proporgao de tipos diferentes de

particulas na amostra.



177

10

20a

uw m,h

Fig. 1

30

a

Analisador

Y d

46

40
NS Dispositivo de aquisig

de imagem

Dispositivo de aquisigao

de imagem

1

1

!

| ettt 1 )
] y !
) )
i Pl
" o [
]

< < N
1 ;!
] L
' whommremfmeql )
] I y )
[ “_ 1
i ! TR
! ]
1! 1!
! o
[ no
[ o
1 ! T
! I
! !
[ ol
] " " '
| teme=oe- '
' !
] P!
1 P
1 1 3
[ O ;o
! o g !
! on 1!
1 t
1 ot
3 I
1 y
' Pt
1 )
1 )
< (o] 1
P <+ <t “ )
t o
3 1
1 Pt
1 i it el !
[ _" ]
[ o
[ L
1o o
[ o
[ o
B [P
1o vt
[ o
[ o
[ Lo
1 h
! lemeasgee- Lo
) R
] o
) ) 3
} b
) < !
1 1
H [~ 2] " 1
] (S8
1 1
1

20a

Fonte de luz

Y

34

Fig. 2



27

130
A~ Analisador
146 , /\/
T e ——— 140
i Dispositivo de aquisigaof~_r !
: de imagem |
E ©mag 144 136
: 72— ! /E\/
138 147 i 5
; Dispositivo de aquisigao| | \Q)BQ 5
5141/\_/ de imagem ¢ L 142 |
| 45 ) "
N\T ~ON
110 120
134

Fonte de luz AN

Fig. 3

Adquirir uma amostra sanguinea em um dispositivo 102
de aquisi¢cdo de amostra 1

|

Colocar o dispositivo de aquisicdo de amostra em 104
um aparelho de analise 1

. 106
Irradiar amostra NS

l

Adquirir primeira e segunda imagens digitais de J 108
amostra usando ajustes 6pticos diferentes

l 110

Transferir imagens digitais para analisador de NS
imagem para realizar analise de imagem
Fig. 4




3/7

-

340
Dispositivo de aquisicdo 4 N\
de imagem
360
OO YO Y Y Y
342
=\
1 IO/-\ﬂ 120
334

Fonte de luz AN

Fig. 6




4/7

Fig. 8a




5/7

410
4
Z\/710
7202 ZZZZ?ZZﬁﬁ_f:ﬁ:ﬁﬁ?:ﬁ"ﬁﬁ?'ZI‘?:IIZI:ﬁZZ@:."_";;:ZZII:Z._.'.:IZI:I_.IZI :'I/\/720b
S - S 2NN BN
S, . @ """"—"_""""""6""'5"—"_"2 ................ 9_..3.._9 ........ - 720f
720e —— e e (o} I it & Rt ettt .0...._.0_ ........... [ Y z
7208 T T T e L .';f."_;'.':.'.'__?:.'f:.'.'_"f.':‘ff.' .... g8 L\ 720B
N P S S e
T2017 N e e e s e s e s s e e s e e . \_720j
W /)?WW/W

Fig. 10







717

540

Fig. 12






	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

