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DESCRIPCION
Sistema y método para el recuento celular de una muestra sanguinea.
Campo de lainvencion

La presente invencion pertenece al campo de los sistemas y métodos configurados para el
control de la calidad de los componentes sanguineos y, mas concretamente, al de los sistemas
y métodos configurados para realizar el recuento celular de los componentes de una muestra
sanguinea, como por ejemplo concentrados de hematies, plasma o concentrados de plaquetas,
sin necesidad de extraer la muestra de su recipiente contenedor, mediante la técnica
Interferometria de Speckle.

Antecedentes de lainvencion

La produccién de componentes sanguineos destinados a transfusién exige la realizacion de
controles de calidad de los productos intermedios vy finales, con el fin de garantizar la calidad y
seguridad de dichos componentes.

Conforme a la normativa europea vigente (DIRECTIVA 2004/33/CE DE LA COMISION de 22
de marzo de 2004 por la que se aplica la Directiva 2002/98/CE del Parlamento Europeo y del
Consejo en lo que se refiere a determinados requisitos técnicos de la sangre y los
componentes sanguineos), a la legislacion espafola (RD 1088/2005) y a los estandares de las
distintas asociaciones cientificas relacionadas con la medicina transfusional (CAT, AABB, etc.)
estos controles de calidad deben incluir, entre otros, un recuento celular especifico que
garantice que el componente a transfundir (concentrado de plaquetas, concentrado de
hematies) contiene células suficientes como para ejercer el efecto terapéutico deseado.

Los requisitos de control de calidad Estdndares CAT 3° Ed (Comité de Acreditacion Transfusion
sanguinea y Terapia celular) se muestran en la siguiente tabla:

Componente Frecuencia

. Parametro Requisito
sanguineo control
, > 1% de la
Concentrados Cantidad de Hb produccion 43g/U
i 0
de hematies Hemolisis > 1% de_ ]a Hemolisis < 0.8%
produccién
o)
Concentrados Recuento de >1% de' [a 2 71011/U
de plaquetas plaguetas produccion

Tabla 1. Requisitos de control de calidad estandares CAT 3° Ed

Aunque en la actualidad existen diferentes opciones para realizar estas medidas, en todos los
casos se necesita la obtencion previa de una muestra separada de cada derivado de sangre
almacenado. El analisis puede estar basado en un proceso quimico o en la utilizacion de un
dispositivo éptico disefiado para este propdésito. En todos los casos estos procedimientos
implican una serie de inconvenientes asociados a la propia obtencion de muestra (pérdida de
volumen final, riesgo de contaminacion, tiempo necesario) como a los propios procedimientos
(tiempo de medida relativamente largo, necesidad de equipamiento caro y de gran tamafo).

El documento WO2015160418A2 hace referencia a un sistema para determinar el médulo
viscoelastico de una muestra. Incluye una fuente laser, un sistema 6ptico de adquisicion de
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datos con un detector Optico configurado para recibir la radiacion electromagnética difundida
por las particulas y un procesador programado para determinar el tamafio de las particulas
difusoras a partir del perfil de flujo radiante derivado de los datos Opticos y calcular el
desplazamiento cuadratico medio (MSD) basado en la autocorrelacion temporal de la
intensidad. Las secuencias de Speckle adquiridas a una determinada velocidad pueden
procesarse para obtener la intensidad media en una region de interés de tamafio determinado.
El indice de Polidispersion (PDI) se utiliza para cuantificar el ancho normalizado de la
distribucion del tamafio de la particula difusora. La métrica se puede definir por ejemplo como
PDI=0J/ua;donde pa y 0a son la media y la desviacion estandar de la distribucion del tamafio de
particula. Puede determinar ademas el tamafo de las particulas difusoras comparando dos
mapas de valores. El primero de ellos caracteriza la distribucion de la irradiancia de luz en el
perfil de flujo radiante. El segundo contiene distribuciones de irradiancia de luz a través de
perfiles de flujos radiantes de referencia obtenidos a partir de una variable representativa del
tamafio medio de las particulas difusoras y una segunda variable representativa del cambio de
indice de refraccion entre las particulas y el medio que las contiene. Opcionalmente una tercera
variable representativa de la longitud de onda de la fuente de luz. En una realizacién se utilizan
predeterminados estados de polarizacion en la luz incidente y en la detectada. La polarizacion
de la luz incidente puede variarse manualmente pudiendo ser paralela o perpendicular a la
polarizacion de la luz detectada.

Sin embargo, el sistema y método descrito en esta patente no permite una medida cuantitativa
de la concentracion de hematies ni de su grado de hemolisis porque se basa en la medida y el
calibrado del PDI, el cual resulta util Unicamente para determinar el tamafio de las particulas
difusoras, pero no para la medida de su concentracion ni de la hemdlisis de los concentrados
de hematies.

El documento W02006023470A1 divulga un sistema y método para la medida optica en
contenedores sellados pudiendo detectar cultivos de sangre positivos y determinar la
combinacion de volumen de sangre y hematocritos que hay en el contenedor. Se dirige un rayo
de luz (puede ser de laser, con longitud de onda entre 640 y 720 nm) hacia una zona de pared
transparente del contenedor de manera que se desvia de la normal un cierto &ngulo generando
una distribucion espacial asimétrica de la luz retrodifundida que se detecta al menos en parte
mediante un detector que evita las porciones reflejadas por las superficies exterior e interior de
la pared extrayendo caracteristicas analiticas y determinando el volumen y el valor de
hematocritos de la muestra del contenedor comparandolas con la informacién de calibracion
prerregistrada.

Sin embargo, en este documento se propone utilizar un contenedor especifico, disefiado para
tal fin, para detectar el volumen de hematocrito. El contenedor ha de permitir formar una
imagen directa de su contenido para medir el volumen de llenado. Por tanto, el método no seria
capaz de distinguir entre dos concentraciones diferentes que presentaran el mismo volumen de
llenado del contenedor.

El documento W02012101644A2 describe un sistema para monitorizar de manera no invasiva
uno o mas parametros y condiciones de un individuo. Comprende un puerto de entrada que
recibe datos de imagen medidas por un conjunto ordenado de pixeles en la forma de una
secuencia de patrén de Speckle generado por una porcion del cuerpo del sujeto en respuesta a
su iluminacién con luz coherente siguiendo un determinado patron de tiempo de muestreo. Una
memoria para almacenar modelos que incluyen la relacion entre uno 0 mas parametros
medibles y una o mas condiciones del sujeto. Un procesador de los datos de imagen que
determina una funcion de correlacion espacial entre sucesivos patrones de Speckle en
secuencia y determina una funcion de correlacién espacial variante con el tiempo indicativa de
la variacion temporal del patrén de Speckle. Selecciona un parametro de la funcion de
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correlacion espacial variante con el tiempo, le aplica los modelos y genera una salida indicativa
de las condiciones del sujeto.

Sin embargo, este método propone una medida relativa, no absoluta. De hecho, en el
documento se propone un dispositivo para medir la evolucion temporal de la funcion de
correlacion espacial del Speckle producido por iluminacion coherente de partes del cuerpo con
movimiento natural (vibracion, pulsacion) que no resulta aplicable a la medida de componentes
sanguineos ni de hemolisis de hematies en las condiciones de estabilidad de los recipientes de
almacenaje y conservacion.

En definitiva, en el estado de la técnica no existe ningun sistema y método sencillo, econémico
y capaz de determinar en tiempo real la concentracion de los diferentes componentes de la
sangre. Ademas, tampoco es posible utilizar los sistemas y métodos descritos para estimar de
forma objetiva la importancia de los procesos que sufren dichos componentes durante el
almacenamiento. Por tanto, seria deseable un dispositivo capaz de proporcionar valores
cuantitativos de la concentracion de hematies y de su grado de hemdlisis a partir de medidas
directas sobre los recipientes de almacenaje que se encuentran en los bancos de sangre.

Resumen de lainvencién

La presente invencion trata de resolver los inconvenientes mencionados anteriormente
mediante un sistema y método configurados para realizar el recuento celular de los
componentes de una muestra sanguinea, como por ejemplo concentrados de hematies,
plasma o concentrados de plaquetas, mediante la técnica de contraste de Speckle, sin
necesidad de extraer la muestra de su recipiente contenedor.

El sistema comprende:

- al menos una fuente de luz coherente monocromatica, tal que dicha fuente emite una luz (haz
de luz incidente) cuya longitud de onda no sea absorbida por los componentes de la muestra a
analizar;

- un portamuestras, que comprende a su vez:

- una superficie plana y horizontal que soporta el recipiente contenedor de la muestra en
posicidén horizontal, con un orificio de superficie al menos del tamafio del haz de luz
incidente que llega a dicha superficie, tal que el haz de luz incidente atraviese el orificio
de superficie y no se produzca difraccion en los bordes;

- un elemento de compresion plano y horizontal, tal que la superficie y el elemento de
compresion son paralelos y tal que el elemento de compresion se encuentra en un
plano superior con respecto a la superficie, con un orificio de elemento de compresion al
menos del tamafio del haz de luz hacia delante proveniente de la muestra que llega a
dicho elemento de compresién, donde dicho orificio de elemento de compresion se
encuentra alineado con el orificio de superficie tal que la luz difundida hacia delante no
rebote en el portamuestras y contribuya a la sefial retrodifundida, y donde el elemento
de compresion esta configurado para comprimir una parte del recipiente contenedor
manteniendo un volumen iluminado constante;

- al menos un elemento de control de la separacién superficie — elemento de
compresion; configurado para controlar la distancia del elemento de compresion con
respecto a la superficie y presionar el recipiente contenedor durante la realizacion del
ensayo, de forma que el volumen de la muestra iluminada sea siempre el mismo y con
la misma configuracion geométrica, de tal forma que sea posible presionar el recipiente
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contenedor en cada ensayo de igual manera, independientemente de la cantidad de
muestra que contiene y de las presiones internas; y tal que la distancia del elemento de
compresion con respecto a la superficie durante la realizacion del ensayo esta
comprendida entre los valores:

3.10°/SI/ Np < e <3.10°/ SI'/ Np (més preferentemente entre los valores:

3.10%/ SI/ Np < e <3.108/ SI /Np)

donde:

Np: es la concentracion (particulas por unidad de volumen) de la muestra iluminada;

e: es la distancia del elemento de compresion con respecto a la superficie durante la
realizacion del ensayo, o lo que es lo mismo, el espesor de la muestra iluminada
durante la realizacién del ensayo;

Sl: es la dimension de la superficie iluminada, o lo que es lo mismo, la seccién de haz
de luz;

- un detector formado por un conjunto ordenado de pixeles, en cuya superficie la luz recibida
forma un patron de interferencia de Speckle, tal que el numero de pixeles esté comprendido
entre 4 y 16 pixeles por grano de Speckle, estando dicho detector configurado para recoger la
luz retrodifundida por la muestra a través del orificio de superficie, tal que dicha luz
retrodifundida forma un angulo inferior a 30° con respecto al haz incidente;

- un analizador situado entre el recipiente contenedor de la muestra y el detector, tal que la
fuente de luz coherente monocromética y el analizador presentan polarizaciones cruzadas para
evitar reflexion directa.

En una posible realizacién, la fuente de luz coherente monocromatica es un laser que emite
una luz cuya longitud de onda es de 632 nm.

En una posible realizacion, la superficie y el elemento de compresion se encuentran unidos en
sus extremos laterales formando una Unica pieza, y el tamafio del elemento de compresién es
inferior a 1/3 el tamafio de la superficie, de forma que se comprime un volumen inferior a 1/3
del recipiente contenedor.

En una posible realizacion, el color de la superficie y del elemento de compresion es negro y el
material lo suficientemente rigido para evitar deformaciones durante el uso.

En una posible realizacion, en el caso de que la fuente de luz coherente monocromatica no
esté polarizada, el sistema comprende ademds un polarizador entre la fuente de luz coherente
monocromatica y el recipiente contenedor de la muestra y con direccion de polarizacion
cruzada con la del analizador.

En una posible realizacién, el sistema comprende ademas al menos un espejo configurado
para: 1) recoger la luz procedente de la fuente de luz coherente monocromética y dirigir dicha
luz hacia la muestra a través del orificio de superficie; y/o 2) recoger la luz retrodifundida por la
muestra a través del orificio de superficie, donde dicha luz retrodifundida forma un angulo
inferior a 30° con respecto al haz incidente, y dirigirla al detector.

En una posible realizacién, el sistema comprende ademas al menos una lamina semirreflejante
configurada para: 1) recoger la luz procedente de la fuente de luz coherente monocromatica y
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dirigir dicha luz hacia la muestra a través del orificio de superficie; y/o 2) recoger la luz
retrodifundida por la muestra a través del orificio de superficie, donde dicha luz retrodifundida
forma un angulo inferior a 30° con respecto al haz incidente, y dirigirla al detector.

En una posible realizacion, el sistema comprende ademas una lente situada entre el orificio de
superficie y el detector, configurada para recoger la sefial retrodifundida y concentrar esta luz
retrodifundida sobre la superficie del detector.

En una posible realizacion, el sistema comprende ademas un diafragma situado a la entrada
del detector configurado para filtrar la sefial.

En una posible realizacion, el elemento de compresién es una pletina.

En una posible realizacion, el sistema comprende dos elementos de control situados en el
elemento de compresion a cada lado del orificio de elemento de compresion, y ambos
elementos de control son topes.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para realizar el recuento celular de
los componentes de una muestra sanguinea, como por ejemplo concentrados de hematies,
plasma o concentrados de plaquetas, sin necesidad de extraer la muestra de su recipiente
contenedor, utilizando el dispositivo definido anteriormente. El método comprende las etapas
de:

- situar el recipiente contenedor en el portamuestras;

- gjustar la distancia del elemento de compresion con respecto a la superficie mediante
el elemento de control tal que, durante la realizacién del ensayo, el volumen de la
muestra iluminada sea siempre el mismo y con la misma configuracion geométrica, tal
gue dicha distancia del elemento de compresidén con respecto a la superficie durante la
realizacion del ensayo (e) esta comprendida entre los valores:

3.10°/SI/ Np < e <3.10°/ SI'/ Np (més preferentemente entre los valores:

3.10%/ SI/ Np < e <3.108 / SI /Np)

donde:

Np: es la concentracion (particulas por unidad de volumen) de la muestra iluminada;

e: es la distancia del elemento de compresion con respecto a la superficie durante la
realizacion del ensayo, o lo que es lo mismo, el espesor de la muestra iluminada

durante la realizacion del ensayo;

Sl: es la dimensidn de la superficie iluminada, o lo que es lo mismo, la seccion de haz
de luz;

- dejar el recipiente contenedor en reposo (sin comenzar el ensayo) durante un tiempo
de al menos 90 segundos, con el objetivo de limitar el efecto de los flujos internos en el
movimiento de las particulas de forma que todo el movimiento de estas se deba al
movimiento browniano térmico;

- procesar los diferentes patrones de interferencia de Speckle formados en la superficie
del detector a lo largo de una secuencia temporal, siendo 10 el numero minimo de
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patrones de interferencia de Speckle a procesar y siendo el tiempo de exposicidén
utilizado para la captura de la imagen del orden del tiempo de coherencia del patrén;

- evaluar la intensidad media de cada pixel y la desviacion estandar de cada pixel;

- obtener el contraste de cada pixel, como el cociente entre su desviacion estandar y su
intensidad media;

- obtener el contraste global, realizando un promedio de los valores de contraste de
cada pixel,

- realizar al menos un calibrado del sistema a partir de datos obtenidos de un
hemograma de un conjunto de muestras de control, estableciendo asi una tabla de
correspondencia (ejemplo: contraste global obtenido con el sistema vs concentracion
obtenida del hemograma);

- a partir de la tabla de correspondencia, obtener el valor del componente de la muestra
buscado (por ejemplo: concentracion de hematies).

En una posible realizacion, la intensidad media y la desviacion estandar de cada pixel se
evalla a lo largo de la secuencia temporal de imagenes, y el contraste obtenido para cada pixel
es temporal. Alternativamente, la intensidad media y la desviacion estandar de cada pixel se
evalGa en un area en torno a dicho pixel, el contraste obtenido para cada pixel es espacial, y a
continuacion se promedia a lo largo de la secuencia temporal de imagenes este contraste
espacial de cada pixel, obteniendo un nuevo valor de contraste espacial para cada pixel.

En una posible realizacion, el procesado de imagenes se realiza mediante un filtro gaussiano,
configurado para eliminar los ruidos de deteccion. Alternativamente, el procesado de imagenes
se realiza mediante un filtro laplaciano, configurado para destacar las zonas de mayor
intensidad. En otra posible realizacién, el procesado de imagenes se realiza mediante ambos
filtros.

En una posible realizacion, en el caso en el que existan al menos dos componentes de
tamafios diferenciados en varios O6rdenes de magnitud, el método comprende ademas una
etapa de procesado de las imagenes de Speckle con el objetivo de eliminar la sefial dominante
debida a los componentes de mayor tamafio (por ejemplo: hematies) y poder analizar la sefial
procedente de los componentes de menor tamafio (por ejemplo: moléculas de hemoglobina).
En una posible realizacion, el procesado de imégenes se realiza mediante la resta de dos
iméagenes de Speckle consecutivas, eliminado de esta forma la sefia] dominante debida a los
componentes de mayor tamafio como consecuencia de su lenta evolucién.

En una posible realizacion, el tiempo de exposicion utilizado para la captura de la imagen es de
aproximadamente 10 ms.

Breve descripcion de las figuras

Con objeto de ayudar a una mejor comprension de las caracteristicas de la invencion, de
acuerdo con un ejemplo preferente de realizacion practica del mismo, y para complementar
esta descripcion, se acompafia como parte integrante de la misma, un juego de dibujos, cuyo
caracter es ilustrativo y no limitativo. En estos dibujos:

La figura 1 muestra un esquema del sistema de la invencion, de acuerdo con una posible
realizacion.
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La figura 2 muestra un esquema del portamuestras de la invencion, de acuerdo con una posible
realizacion.

La figura 3 muestra un esquema del sistema de la invencion, de acuerdo con una posible
realizacion.

La figura 4 muestra un ejemplo de patrones de interferencia de Speckle, donde se puede
observar el moteado interferencial producido por la luz retrodifundida por la muestra.

La figura 5 muestra una correspondencia entre los valores de contraste de Speckle obtenidos y
los valores de concentracion de hematies medidos por métodos externos.

Descripcién detallada de la invencién

En este texto, el término "comprende" y sus variantes no deben entenderse en un sentido
excluyente, es decir, estos términos no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas,
aditivos, componentes 0 pasos.

Ademds, los términos "aproximadamente", "sustancialmente", "alrededor de", "unos", etc.
deben entenderse como indicando valores proximos a los que dichos términos acomparien, ya
gue por errores de calculo o de medida, resulte imposible conseguir esos valores con total
exactitud.

Las caracteristicas del sistema y método de la invencion, asi como las ventajas derivadas de
las mismas, podran comprenderse mejor con la siguiente descripcion, hecha con referencia a
los dibujos antes enumerados.

Las siguientes realizaciones preferidas se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende
gque sean limitativos de la presente invencion. Ademas, la presente invencion cubre todas las
posibles combinaciones de realizaciones particulares y preferidas aqui indicadas. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la préctica de la invencion.

A continuacién, se describe el sistema y método de la invencién para el recuento celular de los
componentes de una muestra sanguinea, como por ejemplo concentrados de hematies,
plasma o concentrados de plaquetas, sin necesidad de extraer la muestra de su recipiente
contenedor, de acuerdo con el esquema del mismo de las figuras 1 y 2. La invencién esti
basada en medidas de contraste de Speckle (moteado interferencial) a través de luz
retrodifundida. El dispositivo es sencillo y de bajo coste, el método de medida es rapido y no
destructivo y ademds, el dispositivo y el método presentan la ventaja de no necesitar la
extraccion de muestras y su posterior eliminacion.

El sistema de la invencién comprende:

- al menos una fuente de luz 11 coherente monocromatica, por ejemplo un laser, tal que dicha
fuente 11 emite una luz cuya longitud de onda no sea absorbida por los componentes de la
muestra a analizar. En una posible realizacion, la fuente de luz 11 coherente monocromética
emite una luz cuya longitud de onda es de 632 nm.

- un portamuestras 12, 22, que comprende a su vez:

- Una superficie 13, 23 plana y horizontal que soporta el recipiente contenedor 14, 24 de
la muestra en posicion horizontal, con un orificio de superficie 15, 25 al menos del
tamano del haz de luz incidente que llega a dicha superficie 13, 23, tal que el haz de luz
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incidente atraviese el orificio de superficie 15, 25 y no se produzca difraccion en los
bordes.

El recipiente contenedor 14, 24 de la muestra es no rigido, susceptible de una
compresion y presenta un color transparente. Ademas, preferentemente, el recipiente
contenedor 14, 24 es de un tamafio inferior al tamafio de la superficie 13, 23 tal que no
se generen flujos internos en los extremos del recipiente contenedor 14, 24 que no
reposan sobre la superficie 13, 23. En una posible realizacion, el recipiente contenedor
14, 24 es una bolsa de plastico.

- Un elemento de compresién 16, 26 plano y horizontal, por ejemplo una pletina, tal que
la superficie 13, 23 y el elemento de compresion 16, 26 son paralelos y tal que el
elemento de compresion 16, 26 se encuentra en un plano superior con respecto a la
superficie 13, 23, con un orificio de elemento de compresién 17, 27 al menos del
tamafio del haz de luz hacia delante proveniente de la muestra que llega a dicho
elemento de compresion 16, 26, donde dicho orificio de elemento de compresién 17, 27
se encuentra alineado con el orificio de superficie 15, 25. En una posible realizacion, y
como se muestra en la figura 2, la superficie 23 y el elemento de compresion 26 se
encuentran unidos en sus extremos laterales formando una Unica pieza. Un experto en
la materia entendera que las dimensiones del elemento de compresién 16, 26 deben ser
aquellas que permitan comprimir una parte del recipiente contenedor 14, 24
manteniendo un volumen iluminado constante. En una posible realizacion, el tamafio del
elemento de compresién 16, 26 es inferior a 1/3 el tamafio de la superficie 13, 23, de
forma que se comprime un volumen inferior a 1/3 del recipiente contenedor 14, 24.

El color de la superficie 13, 23 y del elemento de compresién 16, 26 ha de ser
preferentemente negro para evitar que la luz difundida interfiera con la muestra.
Ademas, el material ha de ser suficientemente rigido para evitar deformaciones durante
el uso. Ejemplos de materiales apropiados son hierro o aluminio.

- Al menos un elemento de control 28 de la separacion superficie 13, 23 -elemento de
compresion 16, 26, configurado para controlar la distancia del elemento de compresion
16, 26 con respecto a la superficie 13, 23 y presionar el recipiente contenedor 14, 24
durante la realizacion del ensayo, de forma que el volumen de la muestra iluminada sea
siempre el mismo y con la misma configuracion geométrica, de tal forma que sea
posible presionar el recipiente contenedor 14, 24 en cada ensayo de igual manera,
independientemente de la cantidad de muestra que contiene y de las presiones
internas. En una posible realizacién, el sistema comprende dos elementos de control
situados en el elemento de compresion a cada lado del orificio de elemento de
compresion, y ambos elementos de control son topes.

Experimentalmente, los investigadores han observado que la dimension de la superficie
iluminada se relaciona con el espesor a través de la expresion:

e*S*N, ~3.107 particulas

donde

Np: es la concentracion (particulas por unidad de volumen) de la muestra iluminada.

e: es la distancia del elemento de compresion 16, 26 con respecto a la superficie 13, 23

durante la realizacién del ensayo, o lo que es lo mismo, el espesor de la muestra
iluminada durante la realizacién del ensayo.
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S: es la dimension de la superficie iluminada.

Por tanto, si la seccién de haz de luz es SI, la distancia entre superficie 13, 23 y
elemento de compresion 16, 26 durante la realizacion del ensayo (e) es de
aproximadamente:

e~3.107/ SI /N,

En este sentido, los investigadores han observado que un espesor alto (100 veces
mayor que el valor de espesor 6ptimo) conlleva un mayor numero de particulas
difusoras, lo que produce un continuo en el patron de Speckle. Por otro lado, los
investigadores han observado que un espesor bajo (100 veces menor que el valor de
espesor Gptimo) conlleva que no se cumpla el efecto de superposicidon aleatoria. Por lo
tanto, los investigadores han determinado que la distancia del elemento de compresion
16, 26 con respecto a la superficie 13, 23 durante la realizacion del ensayo (e) esta
comprendida entre los valores:

3.105/SI/Ny<e<3.10°/SI/ N,
Y mas preferentemente, entre los valores:
3.10%/ SI/ Ny < e <3.108 / SI /Np)
- un detector 18 formado por un conjunto ordenado de pixeles (cAmara) en cuya superficie la

luz recibida forma un patrén de interferencia de Speckle, tal que el niumero de pixeles
(resolucion) esté comprendido entre 4 y 16 pixeles por grano de Speckle.

- un analizador 19 preferentemente apropiado para la longitud de onda emitida por la fuente de
luz 11 coherente monocromatica, situado entre el recipiente contenedor 14, 24 de la muestra y
el detector 18 tal que la fuente de luz 11 coherente monocromatica y el analizador 19 presentan
polarizaciones cruzadas para evitar reflexion directa. En el caso de que la fuente de luz 11
coherente monocromatica no esté polarizada el sistema comprende ademas un polarizador
entre la fuente de luz 11 coherente monocromatica y el recipiente contenedor 14, 24 de
muestra y con direccion de polarizacion cruzada con la del analizador 19.

El haz de luz incidente, procedente de la fuente de luz 11 coherente monocromatica, ilumina la
muestra a través del orificio de superficie 15, 25, por ejemplo:

- directamente;

- a través de al menos una lamina semirreflejante;

- con la ayuda de al menos un espejo 40, como se muestra en la figura 3.

A continuacion la luz retrodifundida por la muestra a través del orificio de superficie 15, 25, que
forma un angulo inferior a 30° con respecto al haz incidente, es dirigida hacia el detector 18, 38,
por ejemplo:

- directamente, situado en una posicién que forme un angulo inferior a 30° con el haz incidente;

- a través de al menos una lamina semirreflejante;

- con la ayuda de al menos un espejo 40 orientado hacia el detector 18, 38, como se muestra
en la figura 3.
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La figura 3 muestra un esquema en el que el haz de luz procedente de la fuente de luz 31
coherente monocromdtica ilumina la muestra con la ayuda de un espejo 40, y la luz
retrodifundida es dirigida hacia el detector 38 a través del espejo 40. No obstante, un experto
en la materia entendera que el medio por el que el haz de luz incidente ilumina la muestra no
tiene porqué ser el mismo que el medio por el que el haz de luz retrodifundida es dirigida hacia
el detector 18, 38. Por ejemplo, el haz de luz procedente de la fuente de luz 11, 31 coherente
monocroméatica puede iluminar la muestra directamente y ser dirigida hacia el detector 18, 38 a
través de una lamina semirreflejante.

Ademas, un experto en la materia entendera que la mayor parte de la luz que llega a la
muestra es dirigida hacia delante (forwardscattering), por lo que para que esta luz forward no
rebote en el elemento de compresion 16, 26, 36 y contribuya al back (retrodifusion), el
elemento de compresion 16, 26, 36 comprende el orificio de elemento de compresion 17, 27,
37 descrito anteriormente.

En una posible realizacion, y para mejorar el contraste, el sistema comprende una lente 41
situada entre el orificio de superficie 15, 25, 35 y el detector 18, 38, configurada para recoger la
sefal retrodifundida y concentrar la luz retrodifundida sobre la superficie del detector 18, 38. En
una posible realizacion, esta lente 41 lleva un recubrimiento anti-reflejante para reducir rebotes
en la sefial a medir.

Ademas, en una posible realizacion, el sistema comprende al menos un diafragma 42 situado
por ejemplo a la entrada del detector 18, 38 y que esta configurado para filtrar la sefial.

El método de la invencion para el recuento celular de los componentes de una muestra
sanguinea, sin necesidad de extraer la muestra de su recipiente contenedor 14, 24, 34, se
describe a continuacion:

En primer lugar, se sitGa el recipiente contenedor 14, 24, 34 en el portamuestras 12, 22, 32.

A continuacién, se ajusta la distancia del elemento de compresion 16, 26, 36 con respecto a la
superficie 13, 23, 33 mediante el elemento de control 28 tal que, durante la realizacion del
ensayo, el volumen de la muestra iluminada sea siempre el mismo y con la misma
configuracion geométrica. Esta distancia del elemento de compresion 16, 26, 36 con respecto a
la superficie 13, 23 33 durante la realizacién del ensayo (e) esthd comprendida entre los valores:

3.10°/SI/Np<e<3.10°/SI/Np
Y mas preferentemente, entre los valores:
3.10%/ SI/ Np < e <3.108/ SI /Np)

A continuacién, se deja el recipiente contenedor 14, 24, 34 en reposo (sin comenzar el ensayo)
durante un tiempo de al menos 90 segundos. Un experto en la materia entendera que el
objetivo de este reposo es limitar el efecto de los flujos internos en el movimiento de las
particulas de forma que todo el movimiento de estas se deba al movimiento browniano térmico.
Esto implica que las muestras han de medirse siempre a una temperatura constante con un
error de aproximadamente +3° centigrados.

El siguiente paso consiste en procesar los diferentes patrones de interferencia de Speckle
formados en la superficie del detector 18, 38 a lo largo de una secuencia temporal, siendo 10 el
namero minimo de patrones de interferencia de Speckle a procesar. La figura 4 muestra un
ejemplo de patrones de interferencia de Speckle, donde se puede observar el moteado
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interferencial producido por la luz retrodifundida por la muestra. El tiempo de exposicién
utilizado para la captura de la imagen es del orden del tiempo de coherencia del patrén, que en
este caso esta en torno a los 10 ms.

En una posible realizacion, el procesado de imégenes se realiza mediante un filtro gaussiano,
configurado para eliminar los ruidos de deteccion. En otra posible realizacion, el procesado de
imagenes se realiza mediante un filtro laplaciano, configurado para destacar las zonas de
mayor intensidad. En otra posible, realizacion se utilizan ambos filtros.

A continuacion, se evalla la intensidad media de cada pixel y la desviacion estandar de cada
pixel; y se obtiene el contraste de cada pixel, como el cociente entre su desviacion estandar y
su intensidad media.

A continuacion, se obtiene el contraste global, realizando un promedio de los valores de
contraste de cada pixel.

En una posible realizacion, la intensidad media y la desviacion estandar de cada pixel se
evalla a lo largo de la secuencia temporal de imagenes, y el contraste obtenido para cada pixel
es temporal.

Alternativamente, la intensidad media y la desviacion estandar de cada pixel se evalla en un
area en torno a dicho pixel, el contraste obtenido para cada pixel es espacial, y a continuacion
se promedia a lo largo de la secuencia temporal de imagenes este contraste espacial de cada
pixel, obteniendo un nuevo valor de contraste espacial para cada pixel.

El método de la invencion realiza al menos un calibrado del sistema a partir de datos obtenidos
de un hemograma de un conjunto de muestras de control, estableciendo asi una tabla de
correspondencia (ejemplo: contraste global obtenido con el sistema vs concentracion obtenida
del hemograma); y a partir de la tabla de correspondencia, se obtiene el valor del componente
de la muestra buscado (por ejemplo: concentracion de hematies). La figura 5 muestra una
correspondencia entre los valores de contraste de Speckle obtenidos y los valores de
concentracion de hematies medidos por métodos externos.

En el proceso de degradacion de los hematies se llega a romper su superficie externa,
liberAndose asi los hematocritos contenidos en su interior. En este caso, en el que existen al
menos dos componentes de tamarfos diferenciados en varios 6rdenes de magnitud, es muy
interesante separar los efectos producidos por las particulas de gran tamafio (hematies) de los
correspondientes a las de menor tamafio (hematocritos). Por ello, en una posible realizacion el
método de la invencion comprende ademas una etapa de procesado de las imagenes de
Speckle con el objetivo de eliminar la sefial dominante debida a los componentes de mayor
tamafio (por ejemplo: hematies) y poder analizar la sefial procedente de los componentes
pequefios (por ejemplo: moléculas de hemoglobina). En una posible realizacion, este
procesado de imagenes se realiza mediante la resta de dos imagenes de Speckle
consecutivas, eliminado de esta forma la sefial dominante debida a los componentes grandes
como consecuencia de su lenta evolucion.
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REIVINDICACIONES

1. Sistema configurado para realizar el recuento celular de los componentes de una muestra
sanguinea, como por ejemplo concentrados de hematies, plasma o concentrados de plaquetas,
mediante la técnica de contraste de Speckle, sin necesidad de extraer la muestra de su
recipiente contenedor (14, 24, 34), que comprende:

- al menos una fuente de luz (11, 31) coherente monocromatica, tal que dicha fuente (11, 31)
emite una luz (haz de luz incidente) cuya longitud de onda no sea absorbida por los
componentes de la muestra a analizar;

- un portamuestras (12, 22, 32), que comprende a su vez:

- una superficie (13, 23, 33) plana y horizontal que soporta el recipiente contenedor (14,
24, 34) de la muestra en posicion horizontal, con un orificio de superficie (15, 25, 35) al
menos del tamafio del haz de luz incidente que llega a dicha superficie (13, 23, 33), tal
gue el haz de luz incidente atraviese el orificio de superficie (15, 25, 35) y no se
produzca difraccion en los bordes; - un elemento de compresion (16, 26, 36) plano y
horizontal, tal que la superficie (13, 23, 33) y el elemento de compresion (16, 26, 36) son
paralelos y tal que el elemento de compresién (16, 26, 36) se encuentra en un plano
superior con respecto a la superficie (13, 23, 33), con un orificio de elemento de
compresion (17, 27, 37) al menos del tamafio del haz de luz hacia delante proveniente
de la muestra que llega a dicho elemento de compresiéon (16, 26, 36), donde dicho
orificio de elemento de compresion (17, 27, 37) se encuentra alineado con el orificio de
superficie (15, 25, 35) tal que la luz difundida hacia delante no rebote en el
portamuestras (12, 22, 32) y contribuya a la sefial retrodifundida, y donde el elemento
de compresion (16, 26, 36) esta configurado para comprimir una parte del recipiente
contenedor (14, 24, 34) manteniendo un volumen iluminado constante;

- al menos un elemento de control (28) de la separacion superficie (13, 23, 33) -
elemento de compresion (16, 26, 36); configurado para controlar la distancia del
elemento de compresion (16, 26, 36) con respecto a la superficie (13, 23, 33) y
presionar el recipiente contenedor (14, 24, 34) durante la realizacion del ensayo, de
forma que el volumen de la muestra iluminada sea siempre el mismo y con la misma
configuracion geométrica, de tal forma que sea posible presionar el recipiente
contenedor (14, 24, 34) en cada ensayo de igual manera, independientemente de la
cantidad de muestra que contienen y de las presiones internas; y tal que la distancia del
elemento de compresion (16, 26, 36) con respecto a la superficie (13, 23, 33) durante la
realizacion del ensayo estd comprendida entre los valores:

3.10°/SI/Np<e<3.10°/SI/ Np

donde:

Np: es la concentracion (particulas por unidad de volumen) de la muestra iluminada;

e: es la distancia del elemento de compresion (16, 26, 36) con respecto a la superficie
(13, 23, 33) durante la realizacién del ensayo, o lo que es lo mismo, el espesor de la

muestra iluminada durante la realizacién del ensayo;

Sl: es la dimensién de la superficie iluminada, o lo que es lo mismo, la seccién de haz
de luz;
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- un detector (18, 38) formado por un conjunto ordenado de pixeles, en cuya superficie la luz
recibida forma un patron de interferencia de Speckle, tal que el nimero de pixeles esté
comprendido entre 4 y 16 pixeles por grano de Speckle, estando dicho detector (18, 38)
configurado para recoger la luz retrodifundida por la muestra a través del orificio de superficie
(15, 25, 35), tal que dicha luz retrodifundida forma un angulo inferior a 30° con respecto al haz
incidente;

- un analizador (19, 39) situado entre el recipiente contenedor (14, 24, 34) de la muestra y el
detector (18, 38), tal que la fuente de luz (11, 31) coherente monocromatica y el analizador (19,
39) presentan polarizaciones cruzadas para evitar reflexion directa.

2. El sistema de la reivindicacion 1, donde dicha fuente de luz (11, 31) coherente
monocromatica es un laser que emite una luz cuya longitud de onda es de 632 nm.

3. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la superficie (13, 23, 33) y
el elemento de compresiéon (16, 26, 36) se encuentran unidos en sus extremos laterales
formando una Unica pieza, y donde el tamafo del elemento de compresion (16, 26, 36) es
inferior a 113 el tamafio de la superficie (13, 23, 33), de forma que se comprime un volumen
inferior a 1/3 del recipiente contenedor (14, 24, 34).

4. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el color de la superficie
(13, 23, 33) y del elemento de compresion (16, 26, 36) es negro y el material lo suficientemente
rigido para evitar deformaciones durante el uso.

5. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde en el caso de que la
fuente de luz (11, 31) coherente monocromatica no esté polarizada, comprende ademas un
polarizador entre la fuente de luz (11, 31) coherente monocromatica y el recipiente contenedor
(14, 24, 34) de la muestra y con direccion de polarizacion cruzada con la del analizador (19,
39).

6. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas al
menos un espejo (40) configurado para: 1) recoger la luz procedente de la fuente de luz (11,
31) coherente monocromatica y dirigir dicha luz hacia la muestra a través del orificio de
superficie (15, 25, 35); y/o 2) recoger la luz retrodifundida por la muestra a través del orificio de
superficie (15, 25, 35), donde dicha luz retrodifundida forma un angulo inferior a 30° con
respecto al haz incidente, y dirigirla al detector (18, 38).

7. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas al
menos una lamina semirreflejante configurada para: 1) recoger la luz procedente de la fuente
de luz (11, 31) coherente monocromatica y dirigir dicha luz hacia la muestra a través del orificio
de superficie (15, 25, 35); y/o 2) recoger la luz retrodifundida por la muestra a través del orificio
de superficie (15, 25, 35), donde dicha luz retrodifundida forma un angulo inferior a 30° con
respecto al haz incidente, y dirigirla al detector (18, 38).

8. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una
lente (41) situada entre el orificio de superficie (15, 25, 35) y el detector (18, 38), configurada
para recoger la sefal retrodifundida por la muestra y concentrar esta luz retrodifundida sobre la
superficie del detector (18, 38).

9. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un

diafragma (42) situado a la entrada del detector (18, 38) y que esta configurado para filtrar la
sefal.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2759 330 Al

10. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la distancia del elemento
de compresion (16, 26, 36) con respecto a la superficie (13, 23, 33) durante la realizacion del
ensayo esta comprendida entre los valores:

3.108/ SI/ Ny < e <3.108/ SI /N,)

11. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el elemento de
compresion (16, 26, 36) es una pletina.

12. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende dos elementos
de control (28) situados en el elemento de compresion (16, 26, 36) a cada lado del orificio de
elemento de compresion, y tal que ambos elementos de control (28) son topes.

13. Método para realizar el recuento celular de los componentes de una muestra sanguinea,
como por ejemplo concentrados de hematies, plasma o concentrados de plaquetas, sin
necesidad de extraer la muestra de su recipiente contenedor (14, 24, 34), utilizando el
dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que
comprende las etapas de:

- situar el recipiente contenedor (14, 24, 34) en el portamuestras (12, 22, 32);

- ajustar la distancia del elemento de compresion (16, 26, 36) con respecto a la
superficie (13, 23, 33) mediante el elemento de control (28) tal que, durante la
realizacion del ensayo, el volumen de la muestra iluminada sea siempre el mismo y con
la misma configuracion geométrica, tal que dicha distancia del elemento de compresion
(16, 26, 36) con respecto a la superficie (13, 23, 33) durante la realizacién del ensayo
(e) estd comprendida entre los valores:

3.10°/SI/Np<e<3.10°/SI/Np

donde:

Np: es la concentracion (particulas por unidad de volumen) de la muestra iluminada;

e: es la distancia del elemento de compresion (16, 26, 36) con respecto a la superficie
(13, 23, 33) durante la realizacién del ensayo, o lo que es lo mismo, el espesor de la

muestra iluminada durante la realizacién del ensayo;

Sl: es la dimension de la superficie iluminada, o lo que es lo mismo, la seccién de haz
de luz;

- dejar el recipiente contenedor (14, 24, 34) en reposo (sin comenzar el ensayo) durante
un tiempo de al menos 90 segundos, con el objetivo de limitar el efecto de los flujos
internos en el movimiento de las particulas de forma que todo el movimiento de estas se
deba al movimiento browniano térmico;

- procesar los diferentes patrones de interferencia de Speckle formados en la superficie
del detector (18, 38) a lo largo de una secuencia temporal, siendo 10 el nUmero minimo
de patrones de interferencia de Speckle a procesar y siendo el tiempo de exposicion
utilizado para la captura de la imagen del orden del tiempo de coherencia del patrén;

- evaluar la intensidad media de cada pixel y la desviacion estandar de cada pixel;
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- obtener el contraste de cada pixel, como el cociente entre su desviacion estandar y su
intensidad media;

- obtener el contraste global, realizando un promedio de los valores de contraste de
cada pixel;

- realizar al menos un calibrado del sistema a partir de datos obtenidos de un
hemograma de un conjunto de muestras de control, estableciendo asi una tabla de
correspondencia (ejemplo: contraste global obtenido con el sistema vs concentracion
obtenida del hemograma);

- a partir de la tabla de correspondencia, obtener el valor del componente de la muestra
buscado (por ejemplo: concentracion de hematies).

14. El método de la reivindicacion anterior, donde la intensidad media y la desviacion estandar
de cada pixel se evalla a lo largo de la secuencia temporal de imagenes, y donde el contraste
obtenido para cada pixel es temporal.

15. El método de la reivindicacién 13, donde la intensidad media y la desviacion estandar de
cada pixel se evalGa en un area en tomo a dicho pixel, donde el contraste obtenido para cada
pixel es espacial, y donde a continuacion se promedia a lo largo de la secuencia temporal de
imagenes este contraste espacial de cada pixel, obteniendo un nuevo valor de contraste
espacial para cada pixel.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, donde el procesado de imagenes
se realiza mediante un filtro gaussiano, configurado para eliminar los ruidos de deteccion.

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, donde el procesado de imagenes
se realiza mediante un filtro laplaciano, configurado para destacar las zonas de mayor
intensidad.

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, donde en el caso en el que existan
al menos dos componentes de tamafios diferenciados en varios 6rdenes de magnitud
comprende ademdas una etapa de procesado de las imagenes de Speckle con el objetivo de
eliminar la sefial dominante debida a los componentes de mayor tamafio (por ejemplo:
hematies) y poder analizar la sefial procedente de los componentes de menor tamafio (por
ejemplo: moléculas de hemoglobina).

19. El método de la reivindicacion anterior donde el procesado de imagenes se realiza
mediante la resta de dos imagenes de Speckle consecutivas, eliminado de esta forma la sefal
dominante debida a los componentes de mayor tamafio como consecuencia de su lenta
evolucion.

20. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 19, donde la distancia del elemento de
compresion (16, 26, 36) con respecto a la superficie (13, 23, 33) durante la realizacion del
ensayo (e) estd comprendida entre los valores:

3.108/ Sl / Np < e <3.108/ SI /Np)

21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20, donde el tiempo de exposicion
utilizado para la captura de la imagen es de aproximadamente 10 ms.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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