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DESCRIPCION
Método y sistema para mediciones 6pticas o eléctricas en fluidos dispersos
Campo técnico de la invencion

La presente invencién se refiere en general al campo de métodos y sistemas para mediciones 6pticas o
eléctricas en fluidos dispersos. Ademas, la presente invencién se refiere especificamente al campo de las
mediciones de absorbancia en fluidos biolégicos, donde la absorbancia se mide en una parte del fluido
desprovista de particulas y/o células.

Antecedentes de la invencién

Los fluidos dispersos estan formados de particulas dispersas en una o més fases continuas, por ejemplo fluidos.
Un fluido disperso de especial interés es la sangre, que esta formada de aproximadamente un 45 % de glébulos
rojos o eritrocitos, aproximadamente un 0,7 % de glébulos blancos o leucocitos, y siendo el 54,3 % restante
plasma sanguineo; sin embargo, estos valores pueden variar entre individuos y estos valores también pueden
variar en gran medida en algunas enfermedades en las que la fraccién de volumen de gldbulos rojos puede
ser del 25 al 60 % del volumen de la sangre.

Las mediciones &pticas o eléctricas realizadas en muestras de sangre incluyen mediciones de absorbancia
para la determinaciéon de la concentracién de hemoglobina libre en una muestra de sangre, siendo esta
medicién una indicacién de la cantidad de glébulos rojos que se han roto liberando asi hemoglobina en el
plasma sanguineo. El grado de hemdlisis, es decir, la cantidad de glébulos rojos que se han roto, es un
parametro de diagnéstico importante para evaluar directamente la salud de un paciente. Ademas, es de interés
que la hemdlisis y la correspondiente liberacién de los contenidos de los glébulos rojos en el plasma sanguineo,
afecten a los resultados de otras mediciones realizadas en la muestra de sangre.

Tipicamente, las muestras de sangre se analizan utilizando un analisis de gases en sangre en donde se
determinan las presiones parciales de oxigeno y diéxido de carbono, asi como una serie de otros parametros
de la muestra, tal como pH, HCO3", p50, sO2, exceso de base, ctHb, COHb, MetHb, Ca®* y K*. Al menos ocho
de estos parametros cominmente medidos se ven afectados al devolver valores més bajos para pH, pO2, sOo,
COHb y Ca?*, y al devolver valores mas altos para pCO2, HCOs y K*, cuando se compara con los valores
obtenidos de una muestra de sangre no hemolizada.

La cantidad de hemoglobina libre se puede determinar mediante mediciones de absorbancia en una porcién
libre de células de la sangre. Esta porcion libre de células se crea haciendo sedimentar los gldbulos rojos y
blancos, ya sea espontaneamente bajo la fuerza de la gravedad o en una centrifuga, de modo que la muestra
de sangre se divide en una primera porcién que comprende plasma sanguineo claro y una segunda porcién
que comprende las células sanguineas.

Estos métodos, sin embargo, tienen inconvenientes ya que requieren cantidades significativas de tiempo
(sedimentacién espontanea) o requieren equipos costosos (centrifuga) y no son préacticos para integrar en
sistemas automatizados que manejan pequefias cantidades de sangre.

El documento DE102004013960 propone un método de determinacién del grado de hemdlisis en un recipiente
estéril, es decir, una bolsa de sangre, en el que se va a utilizar ultrasonido para crear o acelerar la
sedimentacion de células sanguineas en el tubo conectado a la bolsa de sangre, con el objetivo de formar un
area 6pticamente clara de plasma sanguineo para determinar 6pticamente la concentracién de hemoglobina.
Como no se proporcionan ejemplos practicos, sigue existiendo la duda de si el ultrasonido podria de hecho
utilizarse como se propone -en particular, los presentes inventores se han dado cuenta de que, debido a las
dimensiones no estandarizadas de la bolsa de sangre y de los tubos, seria dudoso que las células sanguineas
pudieran separarse del plasma sanguineo como se propone. Ademas, ese enfoque no es adecuado para
muestras de pequefio volumen procedentes de extraccién de sangre o punciones en el dedo.

El documento US 2016/202237 A1 divulga un dispositivo y un método para la deteccién de analitos y analitos
en un fluido portador de particulas, tal como sangre entera, que tiene un instrumento, tal como un transductor
acustico, que genera una onda estacionaria acuUstica en la frecuencia de resonancia de la cavidad microfluidica,
para dividir las particulas del fluido que esta integrado con un detector para analisis de uno o més analitos del
fluido portador de particulas mientras las particulas en el fluido portador particulas se dividen.

Andreas Lenshof et al: "Acoustofluidics 8: Applications of acoustophoresis in continuous flow microsystems",
LAB ON A CHIP, vol. 12, nim. 7, 7 de marzo de 2012, divulga aplicaciones de acustoforesis en microsistemas
de flujo continuo.

El documento US 4854170 A divulga un aparato de ultrasonidos para determinar el hematocrito utilizando una
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muestra de sangre colocada en un tubo capilar de microhematocrito y acoplando este tubo a un transductor de
ultrasonido accionado a una cierta frecuencia para empaquetar glébulos rojos en bandas, cuyo espesor, en
relacion con el espesor de las bandas del plasma restante, es una indicacién del hematocrito de las células
sanguineas.

Dae-Cheol Seo et al: "Ultrasonix flow-through filtration of microparticles in a microfluidic channel using
frequency sweep technique" Journal of mechanical Science and technology vol. 27, num. 3, 1 de marzo de
2013) divulga una filtracién de particulas por flujo utilizando ultrasonidos de frecuencia variable, traslocando el
barrido de frecuencia de la onda estacionaria ultrasénica particulas a través de un microcanal para filtrar las
particulas sin barreras.

Mark V. Brooks: "2.2.2 Acoustic Properties of Crystal Materials" En: "Ultrasonic Inspection Technology
Development and Search Unit Design" 1 de enero de 2012, John Wiley & Sons, divulga caracteristicas
acusticas promedio de algunos materiales.

Objeto de la invencién

La presente invencion tiene como objetivo obviar las desventajas y deficiencias antes mencionadas de los
métodos previamente conocidos para mediciones épticas o eléctricas en fluidos dispersos tales como sangre,
en particular las desventajas acompafiadas por el uso de la fuerza gravitacional o la centrifugacién en la
obtencidén de una porcién clara para las mediciones.

Un objeto principal de la presente invencién reivindicada es, por lo tanto, proporcionar un método de realizacién
de mediciones &pticas o eléctricas en fluidos dispersos de acuerdo con la reivindicacién 1.

Otro objeto de la presente invencién reivindicada es proporcionar un sistema microfluidico para la realizacién
de mediciones &pticas o eléctricas en fluidos dispersos de acuerdo con la reivindicacién 9.

Compendio de la invencidn

Al menos uno de los objetos mencionados anteriormente o al menos uno de los objetos adicionales que seran
evidentes a partir de la siguiente descripcién, se logran de acuerdo con un primer aspecto de la presente
invencién mediante un método de realizacién de una medicidn éptica o eléctrica en una muestra de un fluido
disperso, comprendiendo la muestra particulas y un fluido, que comprende los pasos de:

a) posicionar la muestra en una cavidad microfluidica que tiene una frecuencia de resonancia,

b) someter la muestra, en la cavidad, a una onda estacionaria acUstica configurada para provocar que las
particulas se congreguen en al menos una primera regién de la cavidad, provocando de este modo que el fluido
ocupe al menos una segunda regién de la cavidad, en donde la frecuencia de la onda estacionaria aclstica se
varia repetidamente entre una frecuencia por debajo de la frecuencia de resonancia y una frecuencia por
encima de la frecuencia de resonancia, y

¢) realizar una medicion dptica o eléctrica en el fluido en al menos una de la al menos una segunda regidén de
la cavidad.

Por lo tanto, la presente invencién se basa en el descubrimiento por parte de los presentes inventores de que,
aunque generalmente es una necesidad de cavidades microfluidicas formadas con una precisién muy alta y un
ajuste fino apropiado de la frecuencia de la onda estacionaria acUstica para obtener una congregacién o
particién apropiada de particulas, al variar repetidamente la frecuencia como se define en el método de acuerdo
con el primer aspecto de la presente invencidn, estos requisitos se pueden prescindir en gran medida. De este
modo, al variar la frecuencia entre una frecuencia por debajo de la frecuencia de resonancia y una frecuencia
por encima de la frecuencia de resonancia se logra una congregaciéon mas estable de las particulas en la al
menos una primera regiéon de la cavidad. Esto fue inesperado y representa un progreso significativo en
comparacién con experimentos anteriores en una sola frecuencia donde pequefias irregularidades en la
cavidad microfluidica o un ligero desajuste de la frecuencia de la onda estacionaria acustica dieron como
resultado una congregacién/particién insuficiente. Ademas, es sorprendente que a pesar de variar la frecuencia,
lo que podria esperarse que hiciera menos efectiva la congregacién o particién de las particulas ya que la
activacion a la frecuencia éptima solo podia realizarse una pequefia fraccién del tiempo, se logré una
congregacién réapida y reproducible de las particulas. El método de acuerdo con el primer aspecto de la
presente invencidn es, por lo tanto, Gtil porque proporciona una congregacién eficiente de las particulas incluso
cuando el sustrato con cavidad se fabrica con tolerancias mayores y, por lo tanto, con frecuencias de
resonancia variables entre sustratos individuales, permitiendo asi utilizar sustratos desechables baratos. Esto
hace que sea mas facil y méas barato implementar mediciones épticas o eléctricas en el punto de atencién en
fluido disperso y no requiere una centrifugacién que consume mucho tiempo. Este enfoque prescinde de las
rutinas de calibracién por chip/sustrato y por medicién, o de la vigilancia visual o de otro tipo de la congregacion
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de las particulas durante el accionamiento, de otro modo necesarias, ya que compensa que la velocidad del
sonido sea dependiente del tipo de muestra. Esto da como resultado ademas que la al menos una segunda
regién, cuando la muestra se somete a la onda estacionaria acUstica, se forme en una ubicacién mas predecible
y reproducible con respecto a la cavidad. Esto hace que sea mas facil realizar la medicién 6ptica o eléctrica,
ademas permite disponer el detector de manera que se dirija hacia una de las al menos una segundas regiones
antes de someter la muestra a la onda estacionaria aclstica. Esto hace posible utilizar un detector simple, tal
como por ejemplo una Unica fuente de luz y un Unico fotodetector o fotodiodo, o un electrodo simple, incluso
cuando el sustrato se fabrica con tolerancias mayores, ya que se puede esperar que la segunda regién en la
que se van a realizar las mediciones dpticas o eléctricas se forme en aproximadamente la misma posicién con
respecto a las dimensiones de la cavidad cada vez, lo que a menudo no es el caso cuando la activacién se
realiza en una Unica frecuencia.

Las mediciones dpticas incluyen mediciones de absorbancia, mediciones de fluorescencia, espectroscopia
Raman, quimioluminiscencia y dispersién. Las mediciones eléctricas incluyen mediciones de impedancia
eléctrica (espectroscopia), mediciones electroquimicas, voltamperometria y conductividad.

Preferiblemente, las mediciones épticas o eléctricas son una medicién de absorbancia. La medicién de
absorbancia puede comprender mediciones de absorbancia éptica, mediciones de transmisién 6ptica,
mediciones de absorbancia en una o més longitudes de onda, mediciones de transmisién en una o0 mas
longitudes de onda.

La muestra debe estar en forma fluida y en una viscosidad adecuada para que sea posicionada en la cavidad.

El fluido disperso puede comprender, por ejemplo, sangre entera sin diluir o diluida, fluido intracelular, fluido
intersticial, fluido sinovial, fluido peritoneal, orina, cultivos de células de levadura, médula ésea, estroma,
células disociadas de tejido normal o canceroso, leche.

Las particulas pueden comprender glébulos rojos, glébulos blancos, plaquetas, células cancerosas, células
bacterianas, virus, células de levadura, particulas de polvo, particulas de silice y particulas de polimero.

El fluido puede ser plasma, agua, orina, caldo de células de levadura, medio de cultivo celular, soluciones
salinas, solucién salina tamponada con fosfato, fluido intracelular o fluido intersticial, plasma de leche.

Algunas realizaciones del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién pueden
comprender pasos adicionales de adicién de otros componentes moleculares, tales como reactivos,
modificadores de pH (acidos, bases) al fluido disperso para mezclar con el fluido disperso antes de que el fluido
disperso se posicione en la cavidad para afectar a las propiedades épticas del fluido.

La muestra puede posicionarse en la cavidad por bombeo, por presién, por succién, por la accién de campos
eléctricos, por gravedad y por accidn capilar.

La cavidad microfluidica puede estar cerrada al entorno. La cavidad microfluidica es preferiblemente un canal
que tiene una seccién transversal cuadrada o rectangular. La cavidad microfluidica puede tener, por ejemplo,
un ancho de seccién transversal de 1 a 100, tal como de 1 a 20 veces la altura de la seccién transversal. En
este caso, la longitud de la cavidad microfluidica es al menos igual que el ancho. El ancho puede ser, por
ejemplo, de 0,3 mm a 5 mm. La altura puede ser, por ejemplo, de 0,025 mma 1 mm.

Las frecuencias de resonancia de la cavidad microfluidica son dependientes de las dimensiones porque, para
que se forme una onda estacionaria, la longitud de onda A de la onda, cuya longitud de onda es inversamente
proporcional a la frecuencia, debe ser nA/2 donde n es un entero positivo.

Las siguientes son las 3 primeras resonancias para una onda estacionaria dirigida a lo largo de la dimensién
del ancho de la cavidad: una primera frecuencia de resonancia f est4 asociada con una onda estacionaria
acustica A/2 correspondiente a un primer arménico donde los antinodos de presién de la onda estacionaria
estan posicionados cerca de las paredes de la cavidad y un solo nodo de presién se forma en el medio de la
cavidad, provocando asi que las particulas se congreguen en el centro de la cavidad, siendo esta la primera
regién y siendo las regiones cerca de las paredes laterales de la cavidad las segundas regiones. Asi se obtiene:
pared 1 - fluido 1 - particulas 1 - fluido 2-pared 2.

En un segundo arménico, correspondiente a una frecuencia de resonancia que es dos veces la primera
frecuencia de resonancia, es decir 2f, se forma una onda estacionaria A que tiene dos nodos y tres antinodos,
forzando asi generalmente a las particulas a congregarse en dos bandas a ambos lados del centro de la
cavidad, siendo estas las primeras regiones y siendo el centro y los lados de la cavidad las segundas regiones.
Asi se obtiene: pared 1 - fluido 1 - particulas 1 - fluido 2 - particulas 2 - fluido 3 - pared 2. Esta es la frecuencia
de resonancia preferida.
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Una tercera frecuencia de resonancia, correspondiente a un tercer arménico, es tres veces la primera
frecuencia de resonancia, es decir 3f, y estd asociada a una onda estacionaria 3M2 que tiene 3 nodos y cuatro
antinodos, forzando asi a las particulas a congregarse en tres posiciones en la cavidad, siendo estas tres las
primeras regiones, estando estas posiciones espaciadas unas de otras y de las paredes de la cavidad para
formar tres segundas regiones. Asi se obtiene: pared 1 - fluido 1 - particulas 1 - fluido 2 - particulas 2 - fluido 3
- particulas 3 - fluido 4 - pared 2.

En consecuencia, el término frecuencia de resonancia debe entenderse que comprende cualquier frecuencia
en la que se pueda formar una onda estacionaria en la cavidad, y una frecuencia que provoque la formacién
de una onda estacionaria se considera una frecuencia configurada para provocar que las particulas se
congreguen en al menos una primera regién. Ademas, debe mencionarse que incluso si la resonancia, y por lo
tanto la onda estacionaria, esta predominantemente en unas dimensiones de ancho, siempre habra
componentes de resonancia a lo largo de la dimensién de longitud de la cavidad y potencialmente también en
la direccién de la altura. Estas resonancias tridimensionales dan como resultado varias frecuencias de
resonancia cercanas a la frecuencia de resonancia unidimensional, cada una con un patrén de enfoque
asociado. El barrido de la frecuencia de activacidén sobre varias de estas frecuencias de resonancia hace
posible aprovechar todas ellas y crear un enfoque acUlstico més predecible y uniforme, generado por el
promedio ponderado resultante de los campos acUsticos para las resonancias separadas y, por lo tanto,
patrones de enfoque combinados.

La comprension de que las resonancias acUsticas deben entenderse en tres dimensiones y no sélo simplificarse
a una dimensién genera asi efectos practicamente cruciales, al generar un patrén de enfoque acustico
predecible, repetible y robusto y una congregacién de las particulas. Esto, a su vez, permite la deteccidén en
posiciones predecibles y repetibles en el sistema, lo que no es posible con la activacién de una sola frecuencia.

La frecuencia de resonancia de la cavidad, y por tanto la frecuencia de la onda estacionaria acustica, puede
ser asi de 0,15 MHz a 10 MHz.

La frecuencia puede variarse desde una frecuencia un 20 % por debajo de la frecuencia de resonancia hasta
una frecuencia un 20 % por encima de la frecuencia de resonancia. Preferiblemente, la frecuencia se varia
desde una frecuencia un 10 % por debajo de la frecuencia de resonancia hasta una frecuencia un 10 % por
encima de la frecuencia de resonancia. La frecuencia puede variarse de forma continua o, alternativamente,
solo durante un tiempo, durante el tiempo en que la muestra/fluido disperso estd sometido a la onda
estacionaria acUstica. La frecuencia puede variarse lineal o logaritmicamente.

La frecuencia no debe variarse desde una frecuencia que sea tan baja, o0 a una frecuencia que sea tan alta,
que la frecuencia corresponda a una frecuencia de resonancia diferente de la cavidad que conducira a un
namero diferente de nodos y antinodos que el que se obtiene en la frecuencia de resonancia.

En otras palabras, la frecuencia fon, para provocar que las particulas se congreguen en al menos una primera
regién de una cavidad que tiene alguna dimensién D correspondiente a N semilongitudes de onda de la onda
estacionaria acuUstica correspondiente a fon, debe, cuando varia de acuerdo con los aspectos de la presente
invencién, ser siempre mayor que (¢*(N-1))/(2*D) y menor que (c*(N+1))/(2D), donde ¢ es la velocidad del
sonido en el fluido.

En la practica, un rango de barrido del 1 % al 40 % de fon, es decir, la frecuencia que se varia en el rango de
0,5-20 % de fon, es suficiente para cubrir las frecuencias de resonancia correspondientes a un cierto nimero
de nodos de presidn, asi como las tolerancias de fabricacion del canal y la variacion en la velocidad del sonido
de la muestra.

La sefial de activacion para el transductor de ultrasonido puede ser preferiblemente un seno linealmente con
chirrido con una tasa de repeticién de 1000 Hz y una amplitud de aproximadamente 15 Vpp (voltaje pico-pico).

En otras palabras, la sefial de activacién para el transductor de ultrasonido puede ser, por ejemplo, un seno
linealmente con chirrido con un tiempo de barrido de 1 ms. La amplitud para la sefial puede ser de 15 Vpp
(voltaje pico-pico).

El tiempo de barrido debe ser mucho méas corto que el periodo de tiempo durante el cual se produce la
congregacién. Por lo tanto, la tasa de repeticién debe ser lo suficientemente alta para que el tiempo de barrido
sea mucho més corto que el periodo de tiempo durante el cual ocurre la congregacién. Como ejemplo, cuando
las particulas se congregan en la cavidad durante un periodo de tiempo de 5 segundos, la tasa de repeticién
del barrido se puede establecer de tal manera que las frecuencias se repitan en ciclos de 100 veces 0 mas, es
decir, al menos 20 repeticiones por segundo correspondientes a un tiempo de barrido de 50 ms o0 menos.

Por lo tanto, el tiempo de barrido puede ser, por ejemplo, de 100 ns a 50 ms, tal como de 1 ms a 50 ms. Un
tiempo de barrido demasiado lento conduce a que la forma de la primera y la segunda regiones cambien
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durante el tiempo de medicién, es decir, el tiempo en que la muestra esta sometida a la onda estacionaria
acustica.

El concepto de barrido de la frecuencia de activacién no es especifico para cavidades resonantes, sino que
también es aplicable a ondas estacionarias generadas, por ejemplo, por ondas acUsticas de superficie u otras
resonancias en el sistema. Aqui tiene la misma funcién de compensacién para variaciones en las propiedades
acusticas o la temperatura de la muestra, la compensacién para variaciones en las dimensiones del sistema
debidas, por ejemplo, a las tolerancias de fabricacién y la expansién de la temperatura, y utilizar varias ondas
estacionarias para generar un patrén de enfoque més uniforme y predecible.

La medicidn éptica o eléctrica se realiza preferiblemente solo en una de las segundas regiones para simplificar,
sin embargo, también es factible realizar la medicidén 6ptica o eléctrica en todas las segundas regiones para
aumentar la precisién y la robustez del método. En el caso de una medicidén de absorbancia, se pueden adquirir
imagenes de absorbancia o transmisién de toda la cavidad y todas las regiones clarificadas, es decir, segundas
regiones, se pueden analizar con algoritmos de anélisis de imagenes adecuados.

En una realizacién preferida del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, la onda
estacionaria acUstica esta configurada para provocar que las particulas se congreguen en una o dos primeras
regiones de la cavidad. Esto es ventajoso ya que da como resultado segundas regiones grandes para realizar
la medicién éptica o eléctrica, aumentando asi la probabilidad de que la medicién no se vea afectada por las
particulas. Esto corresponde a una frecuencia asociada con una longitud de onda de la onda estacionaria
acustica que es la misma o %2 de la dimensién relevante, tipicamente el ancho, de la cavidad.

En una realizacién alternativa del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, la onda
estacionaria acustica, y/o la cavidad, estan configuradas para provocar que las particulas se congreguen en
més de dos primeras regiones de la cavidad. Esto puede ser ventajoso ya que proporciona segundas regiones
adicionales en las que realizar la medicién 6ptica o eléctrica. La frecuencia se puede configurar aumentandola
a cuatro veces la primera frecuencia de resonancia o incluso més. La cavidad se puede configurar aumentando
las dimensiones de la cavidad.

En la realizacién preferida del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, el método
comprende ademés el paso de:

d) generar un flujo de la muestra a través de la cavidad. Esto es ventajoso ya que permite utilizar el método
para mediciones épticas o eléctricas lineales y en linea.

El flujo puede generarse por bombeo, por presion, por succién, por la accidn de campos eléctricos, por
gravedad y por accién capilar.

La cavidad puede estar conectada de manera fluida a una entrada, a través de la cual se introduce la muestra
en la cavidad, y conectada de manera fluida a una salida, a través de la cual la muestra sale de la cavidad. Se
puede conectar de manera fluida més de una salida a la cavidad para conducir diferentes partes de la muestra
a diferentes salidas.

En la realizacién preferida del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, la cavidad
es alargada y estd conectada de manera fluida en un extremo a una entrada y en el otro extremo opuesto a
una salida. Esto es ventajoso ya que permite el uso de capilares de vidrio simples para proporcionar la cavidad.
Tipicamente, la longitud de la cavidad debe ser al menos 5 veces su ancho. En algunas realizaciones, la
dimensién transversal de la cavidad es mayor que las dimensiones transversales de una entrada y una salida
a la cavidad.

En la realizacién preferida del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, la cavidad
se forma en un sustrato. El sustrato puede estar hecho de silicio, pero puede estar hecho de material polimérico,
tal como pléstico o, alternativamente, vidrio. También son posibles otros materiales como ceramica y metales.
Estos materiales son baratos y, por lo tanto, adecuados para realizar las mediciones 6pticas o eléctricas en el
campo en un centro de punto de atencidén, como consumibles desechables.

El sustrato puede ser plano, tal como un chip, o alternativamente el sustrato puede estar formado como un
capilar.

En la realizacion preferida del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, la energia
de ultrasonido, para provocar la onda estacionaria aculstica, se transfiere al sustrato desde al menos un
transductor de ultrasonido Unicamente a través de un miembro de acoplamiento de vidrio conectado al
transductor de ultrasonido y al sustrato. Esto es ventajoso ya que hace més facil acceder a la cavidad para
realizar, en particular, mediciones opticas. EI miembro de acoplamiento de vidrio se puede conectar al
transductor de ultrasonido y al sustrato mediante adhesivos, o posicionandolo de manera que entren en
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contacto entre si.

En la realizacién preferida del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, la muestra
es una muestra de sangre entera en la que las particulas comprenden al menos glébulos rojos y el fluido
comprende al menos plasma sanguineo. Las particulas pueden comprender ademas glébulos blancos.

En la realizacién preferida del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, la medicién
Optica o eléctrica es una medicién de absorbancia que comprende determinar la cantidad o concentracién de
hemoglobina libre en el plasma sanguineo. La cantidad o concentracién de hemoglobina libre esta relacionada
con el grado de hemdlisis, es decir, el porcentaje de glébulos rojos en la muestra que se han lisado y liberado,
entre otras cosas, hemoglobina. En base al resultado de la medicién de absorbancia, cuyo resultado puede
ser, entre otras cosas, un valor de absorbancia o un valor de transmision, la cantidad o concentracién
correspondiente de hemoglobina libre puede determinarse, por ejemplo, a través de la comparacidén de este
valor con valores obtenidos a partir de la medicién de muestras de referencia con grados conocidos de
hemdlisis.

En una realizacién del método de acuerdo con el primer aspecto de la invencidn, el método, donde la muestra
es una muestra de sangre entera y/o donde la medicién de absorbancia comprende la determinacién de la
cantidad o concentracién de hemoglobina libre en el plasma sanguineo, el método comprende ademas los
pasos de:

d) determinar una relacién entre el volumen de los glébulos rojos en la al menos una primera regiones y el
volumen del plasma sanguineo en la al menos una segunda regiones, y e) determinar el hematocrito de la
muestra de sangre en base a la relacion.

La determinacién de la relacién y la determinacion del hematocrito se deben realizar como se comenta en
relacién con los aspectos tercero y cuarto descritos més adelante.

Por lo tanto, la determinacién de la relacién se puede hacer midiendo el volumen de la al menos una primera
regién y el volumen de la al menos una segunda regién.

El volumen combinado de todas las primeras regiones y el volumen combinado de todas las segundas regiones
se pueden medir para determinar la relacion.

La relacién de los volimenes se puede determinar midiendo el area de la al menos una primera regién y el
area de la al menos una segunda region, determinandose las areas en un plano formado por dos dimensiones
ortogonales (XY, largo-ancho) de la cavidad siempre que las regiones tengan la misma extensién en la tercera
dimensién (Z, altura) de la cavidad, o que la medicién se ajuste a la variacién de profundidad.

Al menos uno de los objetos mencionados anteriormente, o al menos uno de los objetos adicionales que seran
evidentes a partir de la siguiente descripcién, se logran de acuerdo con un segundo aspecto de la presente
invencién mediante un sistema microfluidico para realizar una medicién éptica o eléctrica en una muestra de
un fluido disperso, comprendiendo la muestra particulas y un fluido, comprendiendo el sistema:

un sustrato con una cavidad microfluidica formada en el sustrato, teniendo la cavidad microfluidica una entrada
para permitir que la muestra ingrese a la cavidad microfluidica,

un transductor de ultrasonido conectado al sustrato para generar una onda estacionaria acustica en la cavidad
microfluidica,

un circuito de accionamiento conectado operativamente al transductor de ultrasonido y configurado para
accionar el transductor de ultrasonido con una frecuencia que varia repetidamente entre una frecuencia por
debajo de una frecuencia de resonancia de la cavidad microfluidica y una frecuencia por encima de la
frecuencia de resonancia, de modo que provoque que las particulas se congreguen en al menos una primera
regién de la cavidad, provocando asi que el fluido ocupe al menos una segunda regién de la cavidad, y

un detector dispuesto para realizar una medicidén éptica o eléctrica en el fluido en al menos una de la al menos
una segunda regién de la cavidad.

Como se comentd anteriormente para el método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién,
mediante la variaciéon de la frecuencia del transductor de ultrasonido se logra una congregaciéon més estable
de las particulas en la al menos una primera regién de la cavidad.

El sistema microfluidico puede comprender ademas un recipiente para almacenar la muestra, una bomba u

otro dispositivo para provocar que la muestra entre en la cavidad, un dispositivo de control de temperatura para
calentar o enfriar el sustrato segln sea necesario, y un receptaculo para recibir la muestra una vez que se ha
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realizado la medicién 6ptica o eléctrica.
Como anteriormente, el sustrato puede estar hecho de silicio, polimeros tales como pléstico o vidrio.
Como anteriormente, la cavidad microfluidica es preferiblemente alargada.

El transductor de ultrasonido es preferiblemente un actuador piezoeléctrico. El transductor de ultrasonido se
puede conectar al sustrato. La onda estacionaria aclstica se genera por las vibraciones del transductor de
ultrasonido que se transfieren al sustrato y provocan que las paredes de la cavidad vibren.

El circuito de accionamiento puede comprender un generador de funciones conectado eléctricamente al
transductor de ultrasonido. El circuito de accionamiento estéd configurado, al comprender un generador de
funciones, para accionar el transductor de ultrasonido con una frecuencia que varia. Como anteriormente, la
frecuencia se puede variarse de varias maneras.

El detector puede estar dispuesto para realizar la medicidn éptica o eléctrica en un solo punto solamente. En
el caso de que el detector sea un detector éptico, puede comprender una fuente de luz y un Unico detector o
sensor para detectar la luz procedente de la fuente de luz, o alternativamente el sensor puede detectar la luz
procedente de la fuente de luz en una pluralidad de posiciones espaciales con respecto a la cavidad. El detector
0 sensor puede asi comprender una pluralidad de diodos sensibles a la luz, una cdmara, un CCD, un CMOS o
similar. El detector 6ptico puede comprender una Unica fuente de luz o una pluralidad de fuentes de luz, cada
una de las cuales puede emitir luz en una Unica, en un nimero finito de longitudes de onda, 0 como un espectro
continuo. Preferiblemente, la fuente de luz emite luz en una o un namero finito de longitudes de onda. Un
detector eléctrico puede comprender electrodos provistos en la cavidad.

En la realizacién preferida del sistema de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencidn, el sistema
comprende ademas una carcasa que comprende un receptaculo dispuesto para recibir al menos parte del
sustrato,

en donde el transductor de ultrasonido esta provisto en la carcasa y esté dispuesto para conectarse al sustrato
cuando el sustrato se recibe en el receptaculo, y

en donde el detector esta provisto en la carcasa y esta dispuesto en una posicidén predeterminada con respecto
al sustrato cuando el sustrato se recibe en el receptaculo,

estando dispuesta la posicion predeterminada para permitir que el detector realice la medicidn 6ptica o eléctrica
en al menos una de la al menos una segunda regién de la cavidad.

Esto es ventajoso ya que permite utilizar un detector simple ya que las posiciones relativas del sustrato con
cavidad y la carcasa con detector pueden estar dispuestas de manera que el detector sea capaz de realizar la
medicién éptica o eléctrica en al menos una de las segundas regiones. La posicién de una o mas segundas
regiones con respecto al sustrato se puede determinar en base a las dimensiones de la cavidad y la posicién
de la cavidad sobre el sustrato, y ademas en base a qué arménico, es decir, sobre cuél de la primera, segunda,
tercera, etc. frecuencia de resonancia de la cavidad, varia la frecuencia de la onda estacionaria aculstica. Como
la variacién de la frecuencia asegura que se logre una congregacion estable y reproducible de las particulas,
se puede predecir una segunda regién adecuada para la medicién éptica o eléctrica y posicionar el detector en
consecuencia.

La carcasa puede comprender una carcasa portétil para una medicién éptica o eléctrica de campo o de punto
de atencién.

El receptaculo puede estar provisto dentro de la carcasa o sobre la superficie de la carcasa. Al menos una
parte del sustrato debe recibirse en el receptaculo de modo que el sustrato pueda mantenerse en posicidén con
respecto a la carcasa.

Para que el transductor de ultrasonido sea capaz de generar la onda estacionaria acUstica en la cavidad, debe
conectarse al sustrato. Esta conexién puede establecerse por contacto fisico.

En la realizacién preferida del sistema de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencidn, el sistema
comprende ademas un miembro de acoplamiento de vidrio fijado al transductor de ultrasonido para conectar el
transductor de ultrasonido al sustrato. Esto es ventajoso ya que permite posicionar el transductor de ultrasonido
separado del sustrato, haciendo asi mas facil la disposicién de detectores 6pticos para obtener acceso a las
segundas regiones.

En algunas realizaciones del sistema de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencién, la cavidad
es alargada y estd conectada de manera fluida en un extremo a una entrada y en el otro extremo opuesto a
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una salida, como se describié anteriormente.

En algunas realizaciones del sistema de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencién, el detector
esta dispuesto ademés para determinar una relacién entre el volumen de las particulas en la al menos una
primera regiones y el volumen del fluido en la al menos una segunda regiones.

El detector puede estar dispuesto como se comenta en relacién con los aspectos tercero y cuarto que se
describen més adelante. Alternativamente, el sistema puede comprender un primer detector para mediciones
Opticas o eléctricas y un segundo detector para determinar la relacién.

El detector puede estar configurado para determinar la relacién al estar configurado para medir el volumen de
la al menos una primera regién y el volumen de la al menos una segunda regién.

Como anteriormente, se puede medir el volumen de todas las regiones y, alternativamente, se puede
determinar la relacién a partir de las areas de las regiones.

Ventajas adicionales y caracteristicas de la invencién seran més evidentes a partir de las otras reivindicaciones
dependientes, asi como a partir de la siguiente descripcién detallada de realizaciones preferidas.

Breve descripcién de los dibujos y descripcién detallada

Una comprensién mas completa de las caracteristicas y ventajas mencionadas anteriormente y otras de la
presente invencidn sera evidente a partir de la siguiente descripcion detallada de realizaciones preferidas junto
con los dibujos adjuntos, en donde:

La Fig. 1 es una vista esquematica desde arriba de una primera realizaciéon del método y sistema de acuerdo
con el primer y segundo aspecto de la presente invencién,

La Fig. 2 son fotografias que muestran la congregacién de gldbulos rojos con y sin variacién de la frecuencia
de la onda estacionaria acustica.

La Fig. 3 es una vista esquemética desde arriba de una segunda realizacién del método de acuerdo con el
primer aspecto de la presente invencion,

La Fig. 4 es una vista esquemética en seccidn transversal de parte de una primera realizaciéon de un sistema
de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencién,

La Fig. 5 es una vista esquematica de una realizacién del método de acuerdo con el tercer aspecto que se
realiza utilizando una primera realizacién del sistema de acuerdo el cuarto aspecto,

La Fig. 6 muestra fotografias de la cavidad microfluidica y las técnicas de umbralizacién subsiguientes
utilizadas para determinar el area ocupada por glébulos rojos frente al &rea ocupada por plasma sanguineo,

La Fig. 7 es un grafico que muestra la correlacién entre el volumen celular aclsticamente empaquetado
(APCV) y el volumen celular empaquetado (PCV),

La Fig. 8 muestra la evolucidén temporal de la relacién entre el area ocupada por glébulos rojos frente al area
ocupada por plasma sanguineo, y

La Fig. 9 es un grafico que muestra la correlaciéon entre APCV y PCV obtenidos en diferentes puntos de tiempo.

En las figuras y la descripcién se utiliza el mismo numeral de referencia para referirse a la misma caracteristica.
Una ' afiadida a un numeral de referencia indica que la caracteristica a la que se hace referencia tiene una
funcién, estructura o significado similares a los de la caracteristica que lleva el numeral de referencia sin la ',
pero que sin embargo no es idéntica a esta caracteristica.

La Fig. 1Ay B es una vista esquemética desde arriba de una primera realizacién del método y sistema de
acuerdo con el primer y segundo aspecto de la presente invencidn. La Fig. 1A muestra un sustrato de silicio 10
que tiene formado en él un canal microfluidico 12, que define una cavidad, que tiene una entrada 14, una salida
16 central y dos salidas 18 y 20 laterales. Un transductor 22 de ultrasonido esta fijado a la parte inferior del
sustrato 10, y el canal esta delimitado verticalmente por una lamina de vidrio 24 unida a la parte superior del
sustrato 10. El transductor 22 de ultrasonido también puede estar fijjado al lado del sustrato 10. Una muestra
de sangre entera 2 se admite en el canal 12 a través de la entrada 14, es decir, ubicada como se designa en
el paso 1000 en la Fig. 1B, y provoca que fluya hacia las salidas 16, 18 y 20, es decir, generando flujo como
se desigha en el paso opcional 1006 en la Fig. 1B. El transductor 22 de ultrasonidos se activa con una
frecuencia que varia desde una frecuencia por debajo de la frecuencia de resonancia transversal del canal 12
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hasta una frecuencia por encima de la frecuencia de resonancia. Esto da lugar a una onda estacionaria acustica,
representada por 26, correspondiente a el paso 1002 en la Fig. 1B de someter la muestra a una onda
estacionaria, que provoca que los glébulos rojos, uno de los cuales esta designado con el numeral de referencia
4, que representa particulas, en la sangre entera 2 se congreguen en el nodo central de presion de la onda
estacionaria acustica, provocando asi que los glébulos rojos 4 se congreguen en una primera regién,
correspondiente a la porcidn central, del canal 12. A medida que la sangre entera 2 pasa entonces por el
transductor 22 de ultrasonido, la porcién central del flujo, incluidos los glébulos rojos 4, sale por la salida 16
central, mientras que el resto de la sangre, es decir, el plasma 6, sale por las salidas 18 y 20 laterales. Ahora
se puede realizar una medicién 6ptica o eléctrica, en particular una mediciéon de absorbancia, como se indica
mediante el paso 1004 en la fig. 1B, cerca de la salida 18 lateral en el &rea designada por el circulo 28 para,
por ejemplo, determinar la concentracién de hemoglobina, y de ese modo determinar el porcentaje de glébulos
rojos 4 que se han lisado, es decir, el grado de hemdlisis en la muestra de sangre entera.

Como se haré evidente al estudiar la Fig. 1, la eficiencia de congregar los glébulos rojos 4 en la porcién central
del canal 12 es de suma importancia si el plasma 6 que fluye a través de la salida 18 lateral debe estar libre de
glébulos rojos 4, ya que incluso una concentracién muy baja de gldébulos rojos impedira la mediciéon de la
absorbancia. De este modo, cuando el transductor 22 de ultrasonido se acciona a una Unica frecuencia que no
corresponde con una frecuencia de resonancia del canal 12, por ejemplo porque el sustrato 10 y el canal 12
se han fabricado con amplias tolerancias o a partir de un material, tal como un material polimérico, que no
permite tolerancias estrechas, entonces la eficiencia de congregacién de los glébulos rojos 4 en la salida 16
central sera baja y la medicién de la absorbancia se vera obstaculizada. Esto también se aplica cuando se
utilizan diferentes muestras 2, ya que la frecuencia de resonancia en el canal 12 es dependiente también de la
velocidad del sonido en la muestra y de otros factores tales como la temperatura y la longitud del canal 12.

Aunque en la Fig. 1 las mediciones de absorbancia se hacen en una muestra de sangre entera, otros fluidos
dispersivos pueden procesarse de manera similar para hacer mediciones épticas o eléctricas en las regiones
del fluido que las particulas no ocupan después de ser forzadas a congregarse en otras regiones.

Ademas, en ciertas realizaciones del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invenciéon donde
la muestra es sangre entera, la relacién entre el volumen de los glébulos rojos en la al menos una primera
regiones 32, ver la fig. 2A, y el volumen del plasma sanguineo en la al menos una segunda regiones 36, 38 en
la fig. 2A, se determina como se especifica en el paso 1008 midiendo el volumen de la al menos una primera
regiones 32 y el volumen de la al menos una segunda regiones 36, 38 donde después se puede determinar el
hematocrito como se indica en el paso 1010.

La Fig. 2 son fotografias que muestran la congregacién de glébulos rojos con y sin variacién de la frecuencia
de la onda estacionaria acustica y tomadas en diferentes momentos. Asi, las Fig. 2A y 2B muestran la misma
seccién de un canal cuando se utiliza una onda estacionaria de una sola frecuencia. Los glébulos rojos se
congregan en el centro del canal, es decir, la primera regién 32 y el plasma ocupa las segundas regiones 36 y
38 que flanquean el centro del canal. En primer lugar, cabe sefialar que la primera regién 32 no es de seccién
transversal uniforme, sino que el ancho de esta regién varia a lo largo del canal. En segundo lugar, como se
ve al comparar la Fig. 2A con la Fig. 2B, las primeras regiones no son uniformes a lo largo del tiempo porque
en la Fig. 2B, que esta tomada aproximadamente 5 segundos mas tarde, la porcién ensanchada de las primeras
regiones 32 se ha movido hacia la izquierda. Claramente, seria dificil seleccionar un 4rea de las segundas
regiones 36 y 38 donde siempre seria posible realizar la medicién 6ptica ya que existe el riesgo de que los
glébulos rojos en las primeras regiones 32 puedan oscurecer el érea seleccionada.

Las Fig. 2C y 2D muestran la misma seccién del canal, sin embargo esta vez la frecuencia se varia, es decir,
se barre, entre una frecuencia por debajo de la frecuencia de resonancia para una onda estacionaria en la
dimensién de ancho del canal y una frecuencia por encima de esta frecuencia. Como se muestra cuando se
comparan las Fig. 2C y 2D, la primera regién es uniforme tanto espacialmente, es decir, a lo largo del canal,
como temporalmente (las fotografias se toman separadas en aproximadamente 0,8 segundos). Asi, en este
caso, se puede seleccionar un area de las segundas regiones como se muestra mediante el circulo 28'
discontinuo.

En consecuencia, la variacién de la frecuencia de la onda estacionaria aclstica produce una congregaciéon mas
uniforme de los gldbulos rojos tanto espacial como temporalmente, provocando asi la formacién confiable de
al menos una segunda regién libre de gldbulos rojos/particulas, a través de la cual se puede hacer una medicién
Optica o eléctrica, tal como una medicién de absorbancia o transmisién de la cantidad o concentracién de
hemoglobina libre.

La frecuencia puede barrerse, por ejemplo, entre 1850 kHz y 2050 kHz. La luz transmitida se puede medir para
medir la hemoglobina libre a 420 nm.

La Fig. 3 es una vista esquemética desde arriba de una segunda realizacién del método de acuerdo con el
primer aspecto de la presente invencion. La Fig. 3 muestra un sustrato 10' de vidrio alargado que tiene formado
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en su interior un canal 12' de 2 mm de ancho y 200 um de alto. En un extremo del sustrato 10' se proporciona
una entrada 14' al canal 12', y en el otro extremo se proporciona una salida 16' opuesta. El sustrato 10' se
asemeja asi a un capilar de vidrio. Un transductor 22' de ultrasonidos esta acoplado al sustrato 10' a través de
una lamina 30 de vidrio, cuya lamina de vidrio funciona como un miembro de acoplamiento para transferir la
energia acustica del transductor 22' de ultrasonidos al sustrato 10'. El uso de la lamina 30 de vidrio hace posible
realizar mediciones de absorbancia en el canal 12' ya que el transductor de ultrasonido ya no estd unido al
sustrato debajo del canal. En la Fig. 3, el transductor 22' es accionado con una frecuencia que varia alrededor
de un multiplo mayor de la frecuencia de resonancia mas baja del canal 12', lo que produce la onda estacionaria
acustica indicada por 26', cuya onda estacionaria acustica tiene dos nodos de presién. En consecuencia,
cuando se ha introducido una muestra de sangre entera 2 en el canal 12', los glébulos rojos, al menos en la
proximidad de la onda estacionaria acustica 26', se congregaran en dos bandas en las primeras regiones 32'y
34', una para cada nodo de presion, dejando que el plasma 6, es decir, el fluido, ocupe las tres segundas
regiones 36', 38'y 40' restantes. Asi, es posible realizar la medicién éptica o eléctrica en una de estas segundas
regiones.

La Fig. 4 es una vista esquematica en seccién transversal de parte de una primera realizacién de un sistema
de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencidn. La Fig. 4A muestra un sistema que comprende,
por una parte, un sustrato 10" con un canal 12" con entrada 14" y salida 16", y, por otra parte, una carcasa 50
que tiene un receptaculo o abertura 52 para recibir al menos parte del sustrato 10" y topes 54, 56, 58 y 60 para
posicionar el sustrato 10". La carcasa 50 aloja ademas un transductor 22" de ultrasonido con una lamina 30'
de vidrio que actia como un miembro de acoplamiento para transferir energia de ultrasonido al sustrato 10"
cuando el sustrato es recibido en el receptaculo 52. Una fuente de luz 62 esta posicionada debajo de la lamina
30' de vidrio en una posicién predeterminada con respecto al receptaculo 52 y los topes 54, 56, 58, 60 y un
sensor 64 esta posicionado encima, ver la Fig. 3B, para recibir la luz de la fuente de luz 62 a través del sustrato
10", representando la fuente de luz 62 y el sensor 64 un detector. Una fuente de potencia eléctrica 66, tal como
una bateria, asi como un circuito 68 de control y un circuito 70 de accionamiento para el transductor 22" de
ultrasonidos también estan contenidos dentro de la carcasa 50.

Durante el uso, se permite que una muestra de un fluido disperso, por ejemplo sangre, fluya hacia el canal 12"
a través de la primera entrada 14". El sustrato 10" se inserta después en el receptaculo 52, con lo que los topes
54, 56, 58 y 60 entran en contacto con el sustrato 10" para posicionarlo en una posicién predeterminada. El
circuito 68 de control controla después el circuito 70 de accionamiento para energizar el transductor 22" de
ultrasonido. En esta posicion el sustrato 10" esta en contacto con la lamina 30' de vidrio de manera que se le
puede transferir energia de ultrasonido para provocar que las particulas en el fluido disperso, en este caso
glébulos rojos, se congreguen en al menos una primera regién del canal 12". La posicién y dimensién del canal
12" con respecto al sustrato, y la posicién de la fuente de luz 62 y el sensor 64, estan dispuestas de tal manera
que siempre se formara una segunda regidén desprovista de glébulos rojos de modo que se pueda realizar una
medicién de absorbancia. Esto se debe a que el circuito 70 de accionamiento estéd configurado para accionar
el transductor 22" de ultrasonido con una frecuencia que varia alrededor de una frecuencia de resonancia del
canal, por lo que incluso cuando puede haber variaciones en el ancho del canal 12" debido a la fabricacién del
sustrato 10", los gldbulos rojos 4 se congregaran apropiadamente dejando una segunda regidén desprovista de
glébulos rojos para la medicién de absorbancia. El circuito 68 de control recibe el resultado de la medicién de
absorbancia del sensor 64 y puede, directamente o después de convertir el resultado de la mediciéon de
absorbancia (estando el resultado en forma de un valor de transmisién) en un valor de grado de hemédlisis
utilizando una tabla de bUsqueda o funcién derivada de mediciones de muestras con grados de hemdlisis
conocidos, mostrar el resultado o el nivel de hemdlisis en una pantalla (no mostrada) provista en la carcasa, o
puede almacenar el resultado o el nivel de hemdlisis dentro del circuito 68 de control para su posterior
recuperacion.

Tercer y cuarto aspectos que no forman parte de la invencién reivindicada

Como se muestra a partir de la discusién y la divulgacion anteriores, es ventajoso variar la frecuencia de la
onda estacionaria acustica en una cavidad microfluidica. Los presentes inventores han encontrado que estas
ventajas pueden emplearse también para otras mediciones.

En consecuencia, el tercer y cuarto aspectos correspondientes se refieren a un método y sistema para
determinar el hematocrito en sangre entera.

El hematocrito (HCT) es la fraccién de volumen de glébulos rojos en la sangre, que es un indicador importante
del estado sanguineo de un paciente. La mediciéon del HCT es util para el diagnéstico de varias enfermedades
y afecciones, tales como anemia, policitemia, deshidratacién y pérdida de sangre debido al sangrado.
Tradicionalmente, se ha utilizado el método del microhematocrito para medir el HCT. En este método, se
centrifuga un capilar lleno de sangre y se mide la altura relativa de la fraccién celular empaquetada, también
conocida como volumen celular empaquetado (PCV). El método del microhematocrito ha sido reemplazado en
la mayoria de los hospitales modernos (a menudo con instalaciones de laboratorio centralizadas) por
analizadores de sangre entera, que son instrumentos basados en mediciones de impedancia eléctrica (el
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principio de Coulter). Sin embargo, el método del microhematocrito todavia se utiliza en hospitales mas
pequefios y en consultorios médicos debido a su menor costo y su lectura sencilla.

Se ha sugerido la microfluidica para la determinacién de HCT, sin embargo, con precisiones no mejores que el
2,6 % de HCT y tiempos de muestra a respuesta de 5 minutos, todavia existe una necesidad de mediciones
méas rapidas y mas precisas de HCT.

En consecuencia, un objeto adicional es proporcionar un método y un sistema rapidos y/o mas precisos para
determinar el hematocrito en sangre entera.

Otro objeto adicional es proporcionar un método y un sistema para determinar el hematocrito en sangre entera
que se pueda automatizar y/o que no requiera productos quimicos adicionales.

Al menos uno de estos objetos, 0 al menos uno de los objetos adicionales que se haran evidentes a partir de
la siguiente descripcién, se logran de acuerdo con los aspectos tercero y cuarto correspondientes mediante un
método de medicién del hematocrito de una muestra de sangre, comprendiendo la muestra de sangre al menos
glébulos rojos y al menos plasma sanguineo, comprendiendo el método los pasos de:

a) posicionar la muestra de sangre en una cavidad microfluidica que tiene una frecuencia de resonancia,

b) someter la muestra de sangre, en la cavidad, a una onda estacionaria acustica configurada para provocar
que los glébulos rojos se congreguen en al menos una primera regién de la cavidad, provocando de este modo
que el plasma sanguineo ocupe al menos una segunda regién de la cavidad, en donde la frecuencia de la onda
estacionaria acustica se varia entre una frecuencia por debajo de la frecuencia de resonancia y una frecuencia
por encima de la frecuencia de resonancia, y

¢) determinar una relacién entre el volumen de los glébulos rojos en la al menos una primera regidén y el volumen
del plasma sanguineo en la al menos una segunda regién, y

d) determinar el hematocrito de la muestra de sangre en base a la relacién, y

un sistema microfluidico para medir el hematocrito de una muestra de sangre, comprendiendo la muestra de
sangre al menos glébulos rojos y al menos plasma sanguineo, comprendiendo el sistema

un sustrato con una cavidad microfluidica formada en el sustrato, teniendo la cavidad microfluidica una entrada
para permitir que la muestra de sangre ingrese a la cavidad microfluidica,

un transductor de ultrasonido conectado al sustrato para generar una onda estacionaria acustica en la cavidad
microfluidica,

un circuito de accionamiento conectado operativamente al transductor de ultrasonido y configurado para
accionar el transductor de ultrasonido con una frecuencia que se varia entre una frecuencia por debajo de una
frecuencia de resonancia de la cavidad microfluidica y una frecuencia por encima de la frecuencia de
resonancia, de modo que provoque que los glébulos rojos se congreguen en al menos una primera regién de
la cavidad, provocando asi que el plasma sanguineo ocupe al menos una segunda regién de la cavidad,

un detector dispuesto o configurado para determinar una relacién entre el volumen de los glébulos rojos en la
al menos una primera regién y el volumen del plasma sanguineo en la al menos una segunda regién, y

un ordenador para determinar el hematocrito de la muestra de sangre en base a la relacion.
La muestra de sangre puede ser una muestra de sangre entera diluida o sin diluir.

La muestra de sangre puede posicionarse en la cavidad por bombeo, por presién, por succién, por la accién
de campos eléctricos, por gravedad y por accién capilar.

La cavidad microfluidica puede estar cerrada al entorno. La cavidad microfluidica es preferiblemente un canal
que tiene una seccién transversal cuadrada o rectangular. La cavidad microfluidica puede tener, por ejemplo,
un ancho de seccion transversal de 1 a 20 veces la altura de la seccién transversal. En este caso, la longitud
de la cavidad microfluidica es al menos igual que el ancho. El ancho puede ser, por ejemplo, de 0,3 mm a5
mm. La altura puede ser, por ejemplo, de 0,025 mma 1 mm.

Las frecuencias de resonancia de la cavidad microfluidica son dependientes de las dimensiones porque, para

que se forme una onda estacionaria, la longitud de onda A de la onda, cuya longitud de onda es inversamente
proporcional a la frecuencia, debe ser nA/2 donde n es un entero positivo.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2990 057 T3

Las siguientes son las 3 primeras resonancias para una onda estacionaria dirigida a lo largo de la dimensién
del ancho de la cavidad:

una primera frecuencia de resonancia f esta asociada con una onda estacionaria aclstica A/2 correspondiente
a un primer armonico donde los antinodos de presién de la onda estacionaria estén posicionados cerca de las
paredes de la cavidad y un solo nodo de presidén se forma en el medio de la cavidad, provocando asi que las
particulas se congreguen en el centro de la cavidad, siendo esta la primera regién y siendo las regiones cerca
de las paredes laterales de la cavidad las segundas regiones. Asi se obtiene: pared 1 - fluido 1 - particulas 1 -
fluido 2-pared 2.

En un segundo arménico, correspondiente a una frecuencia de resonancia que es dos veces la primera
frecuencia de resonancia, es decir 2f, se forma una onda estacionaria A que tiene dos nodos y tres antinodos,
forzando asi generalmente a las particulas a congregarse en dos bandas a ambos lados del centro de la
cavidad, siendo estas las primeras regiones y siendo el centro y los lados de la cavidad las segundas regiones.
Asi se obtiene: pared 1 - fluido 1 - particulas 1 - fluido 2 - particulas 2 - fluido 3 - pared 2. Esta es la frecuencia
de resonancia preferida.

Una tercera frecuencia de resonancia, correspondiente a un tercer arménico, es tres veces la primera
frecuencia de resonancia, es decir 3f, y estd asociada a una onda estacionaria 3M2 que tiene 3 nodos y cuatro
antinodos, forzando asi a las particulas a congregarse en tres posiciones en la cavidad, siendo estas tres las
primeras regiones, estando estas posiciones espaciadas unas de otras y de las paredes de la cavidad para
formar tres segundas regiones. Asi se obtiene: pared 1 - fluido 1 - particulas 1 - fluido 2 - particulas 2 - fluido 3
- particulas 3 - fluido 4 - pared 2.

En consecuencia, el término frecuencia de resonancia debe entenderse que comprende cualquier frecuencia
en la que se pueda formar una onda estacionaria en la cavidad, y una frecuencia que provoque la formacién
de una onda estacionaria se considera una frecuencia configurada para provocar que las particulas se
congreguen en al menos una primera regién. Ademas, debe mencionarse que incluso si la resonancia, y por lo
tanto la onda estacionaria, esta predominantemente en unas dimensiones de ancho, siempre habra
componentes de resonancia a lo largo de la dimensién de longitud de la cavidad y potencialmente también en
la direccién de la altura. Estas resonancias tridimensionales dan como resultado varias frecuencias de
resonancia cercanas a la frecuencia de resonancia unidimensional, cada una con un patrén de enfoque
asociado. El barrido de la frecuencia de activacidén sobre varias de estas frecuencias de resonancia hace
posible aprovechar todas ellas y crear un enfoque acUlstico més predecible y uniforme, generado por el
promedio ponderado resultante de los campos acUsticos para las resonancias separadas y, por lo tanto,
patrones de enfoque combinados.

La comprension de que las resonancias acUsticas deben entenderse en tres dimensiones y no sélo simplificarse
a una dimensién genera asi efectos practicamente cruciales, al generar un patrén de enfoque acustico
predecible, repetible y robusto. Esto, a su vez, permite la deteccién en posiciones predecibles y repetibles en
el sistema, lo que no es posible con la activaciéon de una sola frecuencia.

La frecuencia de resonancia de la cavidad, y por tanto la frecuencia de la onda estacionaria acustica, puede
ser asi de 0,15 Mhz a 10 MHz.

La frecuencia puede variarse desde una frecuencia un 20 % por debajo de la frecuencia de resonancia hasta
una frecuencia un 20 % por encima de la frecuencia de resonancia. Preferiblemente, la frecuencia se varia
desde una frecuencia un 10 % por debajo de la frecuencia de resonancia hasta una frecuencia un 10 % por
encima de la frecuencia de resonancia. La frecuencia puede variarse de forma continua o, alternativamente,
solo durante un tiempo, durante el tiempo en que la muestra/fluido disperso estd sometido a la onda
estacionaria acUstica. La frecuencia puede variarse lineal o logaritmicamente.

La frecuencia no debe variarse desde una frecuencia que sea tan baja, o0 a una frecuencia que sea tan alta,
que la frecuencia corresponda a una frecuencia de resonancia diferente de la cavidad que conducira a un
namero diferente de nodos y antinodos que el que se obtiene en la frecuencia de resonancia.

En otras palabras, la frecuencia fon, para provocar que las particulas se congreguen en al menos una primera
regién de una cavidad que tiene alguna dimensién D correspondiente a N semilongitudes de onda de la onda
estacionaria acuUstica correspondiente a fon, debe, cuando varia de acuerdo con los aspectos de la presente
invencién, ser siempre mayor que (¢*(N-1))/(2*D) y menor que (c*(N+1))/(2D), donde ¢ es la velocidad del
sonido en el fluido.

En la practica, un rango de barrido del 1 % al 40 % de fon, es decir, la frecuencia que se varia en el rango de
0,5-20 % de fon, es suficiente para cubrir las frecuencias de resonancia correspondientes a un cierto nimero
de nodos de presidn, asi como las tolerancias de fabricacion del canal y la variacion en la velocidad del sonido
de la muestra.
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La sefial de activacion para el transductor de ultrasonido puede ser preferiblemente un seno linealmente con
chirrido con una tasa de repeticién de 1000 Hz y una amplitud de aproximadamente 15 Vpp (voltaje pico-pico).

En otras palabras, la sefial de activacién para el transductor de ultrasonido puede ser, por ejemplo, un seno
linealmente con chirrido con un tiempo de barrido de 1 ms. La amplitud para la sefial puede ser de 15 Vpp
(voltaje pico-pico).

El tiempo de barrido debe ser mucho méas corto que el periodo de tiempo durante el cual se produce la
congregacién. Por lo tanto, la tasa de repeticién debe ser lo suficientemente alta para que el tiempo de barrido
sea mucho més corto que el periodo de tiempo durante el cual se produce la congregaciéon. Como ejemplo,
cuando las particulas se congregan en la cavidad durante un periodo de tiempo de 5 segundos, la tasa de
repeticién del barrido se puede establecer de tal manera que las frecuencias se repitan en ciclos de 100 veces
0 mas, es decir, al menos 20 repeticiones por segundo correspondientes a un tiempo de barrido de 50 ms o
menos. Por lo tanto, el tiempo de barrido puede ser, por ejemplo, de 100 ns-50 ms, tal como de 1-50 ms.

Un tiempo de barrido demasiado lento conduce a que la forma de la primera y la segunda regiones cambien
durante el tiempo de medicién, es decir, el tiempo en que la muestra esta sometida a la onda estacionaria
acustica.

La relacién puede ser, por ejemplo, una proporcién o porcentaje del volumen o érea de los glébulos rojos.

La relacién puede determinarse, por ejemplo, utilizando un detector tal como una camara o una matriz de
sensores sensibles a la luz. Se puede proporcionar una fuente de luz en el lado opuesto de la cavidad desde
la cdmara o matriz sensible a la luz. La relacion se puede determinar estableciendo mediante umbralizacion de
una imagen de al menos una parte de la cavidad y asignando un recuento del niUmero de pixeles que tienen
un valor por debajo del umbral frente al nUmero total de pixeles.

No es necesario calcular el volumen de los glébulos rojos en la al menos una primera regiones y el volumen
del plasma sanguineo en la al menos una segunda regiones siempre que la cavidad sea de dimensiones
uniformes donde se realiza la determinacion de la relacion.

Asi, la relacién de los volimenes se puede determinar midiendo el area de la al menos una primera regiény el
area de la al menos una segunda regién, determinandose el area en un plano formado por dos dimensiones
ortogonales (XY) de la cavidad, siempre que las regiones tengan la misma extensién en la tercera dimensién
(2) de la cavidad, o que la medicién se ajuste a la variacién de profundidad en la direccidén Z.

El volumen combinado de todas las primeras regiones y el volumen combinado de todas las segundas regiones
se pueden medir para determinar la relacion.

El hematocrito se puede determinar a partir de la relacién utilizando el método en muestras de hematocrito
conocido y determinando las relaciones para estas muestras para preparar una correlacién entre los valores
de hematocrito y la relacién.

El ordenador esti preferiblemente dispuesto y programado ademés para activar primero el circuito de
accionamiento y después activar el detector.

El método y sistema de acuerdo con el tercer y cuarto aspectos también podrian utilizarse para determinar la
fraccién de volumen de particulas en otros fluidos dispersos tales como fluido intracelular, fluido intersticial,
fluido sinovial, fluido peritoneal, orina, cultivos de células de levadura, médula ésea y estroma.

En la realizacién preferida del método de acuerdo con el tercer aspecto, la muestra de sangre se somete a la
onda estacionaria acustica durante 20 segundos 0 menos, tal como 5 segundos o 2 segundos antes del paso
de determinacion de la relacién entre el volumen de los glébulos rojos en la al menos una primera region y el
volumen del plasma sanguineo en la al menos una segunda regién.

Correspondientemente, el detector y/o el ordenador pueden estar dispuestos o configurados para determinar
la relacién entre el volumen de los glébulos rojos en la al menos una primera regién y el volumen del plasma
sanguineo en la al menos una segunda regién después de que la muestra de sangre se someta a la onda
estacionaria acuUstica durante 20 segundos 0 menos, tal como 5 segundos o 2 segundos.

El detector puede estar configurado para determinar la relacién al configurarse para obtener la lectura o la
imagen en estos tiempos, o al proporcionar al ordenador una imagen o lectura en estos tiempos.

El detector puede estar configurado para determinar la relacién que se esta programando o configurando para
obtener, del detector, una imagen o lectura en estos tiempos.
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Ademas, el circuito de accionamiento puede estar configurado para proporcionar la onda estacionaria acustica
para estos tiempos.

En la realizacién preferida del método y sistema de acuerdo con el tercer y cuarto aspecto correspondientes,
la cavidad se forma en un sustrato. El sustrato puede estar hecho de silicio, pero puede estar hecho de material
polimérico, tal como pléstico o, alternativamente, vidrio. También son posibles otros materiales como ceramica
y metales. Estos materiales son baratos y, por lo tanto, adecuados para realizar las mediciones 6pticas o
eléctricas en el campo en un centro de punto de atencién, como consumibles desechables.

El método y sistema de acuerdo con el tercer y cuarto aspectos se describirdn ahora ademas con referencia a
las Fig. 5-9.

Las Fig. 5Ay B son una vista esquematica de una realizacién del método de acuerdo con el tercer aspecto que
se realiza utilizando una primera realizacién del sistema de acuerdo con el cuarto aspecto. Asi, la fig. 5A
muestra un sistema 100 que comprende un sustrato 110 de vidrio con un canal 112 que tiene una entrada 114
y una salida 116. Un transductor 122 de ultrasonido esta conectado al sustrato 110, por ejemplo pegandolo a
él, para someter la muestra a una onda estacionaria como se designa mediante el paso 1022 en la fig. 5B. Una
fuente de luz 162 esté posicionada debajo del canal 112 y una camara 164 esta dispuesta de manera que sea
capaz de obtener una imagen de transmisién del canal 112 de acuerdo con el contorno 172, por ejemplo para
determinar la relacidn entre el volumen de los glébulos rojos en la al menos una primera regiones y el volumen
del plasma sanguineo en la al menos una segunda regiones midiendo el volumen de la al menos una primera
regiones y el volumen de la al menos una segunda regiones como se designa mediante el paso 1024 en la fig.
5B, y estd conectada a un ordenador 168 para determinar el hematocrito en base a esta relacién, como se
designa mediante el paso 1026 en la fig. 5B. El ordenador 168 estad conectado ademas para controlar un
generador 170 de funciones que esté configurado para activar el transductor de ultrasonidos con una frecuencia
que varia desde por debajo de una frecuencia de resonancia de la dimensién de ancho del canal 112 hasta
una frecuencia por encima de esta frecuencia de resonancia. Una muestra de sangre 102 se aspira mediante
una jeringa 176 a través del canal 112, es decir, posicionada en la cavidad como se designa mediante el paso
1020 en la fig. 5B, y se proporcionan dos valvulas 178 y 180 de tres vias para dirigir la muestra de sangre a
través del canal 112, o para dirigir alternativamente una solucién de limpieza a través del canal 112 entre
muestras. También se proporciona un canal 182 de derivacidn entre las vélvulas 178 y 180.

Para evaluar el sistema 100, se utilizaron las siguientes especificaciones experimentales:

El canal 112 microfluidico fue fabricado por Micronit Microfluidics (Enschede, Paises Bajos) y se fabricé en
sustrato 110 de vidrio de borosilicato utilizando fotolitografia y grabado himedo isotrépico. El canal microfluidico
tenia 400 um de ancho y 150 um de profundidad. El acceso fluidico se permitidé puliendo con chorro de arena
los orificios en los extremos del canal, y se unieron tubos de silicona sobre los orificios utilizando pegamento
de silicona (Elastosil AO7, Wacker Elastics) para proporcionar los puertos 114, 116 fluidicos. El transductor 122
de ultrasonido era un transductor piezocerdmico (Ferroperm AS, Dinamarca) que se peg6 al chip/sustrato 110
utilizando pegamento de cianoacrilato (Loctite).

Se obtuvieron 102 muestras de sangre de donantes sanos después del consentimiento informado de todos los
participantes. Para obtener una serie estandar, se obtuvieron diferentes niveles de HCT afiadiendo o bien
plasma autélogo o células sanguineas a la muestra del donante. Experimentalmente, la sangre entera de un
Unico donante sano se dividié en dos partes. Una parte se centrifugd (2000 x g durante 10 min) para generar
plasma sanguineo y células sanguineas separadas, que a su vez se mezclaron en porciones definidas con la
sangre del donante sin centrifugar para obtener muestras con los niveles de hematocrito utilizados en el estudio.

Las mediciones de referencia de todas las muestras se hicieron utilizando una centrifuga de hematocrito
(Hematokrit 210, Hettich GMBH, Alemania) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se centrifugé un capilar
lleno de sangre a 130k rpm durante 2 minutos, y el valor de PCV se leyé manualmente desde una barra de
escala con incrementos de 1 punto porcentual (p.p) y se redonde6 al valor entero mas cercano, lo que produjo
un error de redondeo de +-0,5 p.p. Cada muestra se midié tres veces, y la precisiéon del método estuvo dentro
del error de redondeo.

Se aspird una muestra de 200 pL de un tubo Eppendorf de 1,5 ml al canal 112 microfluidico utilizando una
bomba 176 de jeringa (NeMESYS, Cetoni GMBH, Alemania). El flujo se detuvo cortocircuitando la entrada y la
salida utilizando dos valvulas 178, 180 de tres vias de dos posiciones (NeMESYS).

El transductor 122 piezocerdmico se activd por una sefial amplificada (AR 75A250, Amplifier Research,
Souderton, PA, EE. UU.) generada por un generador 170 de funciones (Tectronix AFG3022B). La sefial de
activacion era un seno linealmente con chirrido que oscilaba de 1,8-2,1 MHz con un ciclo de trabajo de 1 ms y
una amplitud de pico a pico de aproximadamente 15 V. El software LabVIEW desarrollado internamente
controlaba el generador de funciones.
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Del canal microfluidico 112 se tomaron imagenes utilizando un microscopio (DM2500 M, Leica Microsystems
CMS GmbH, Alemania) con una camara CCD de escala de grises de 8 bits 164 (EoSens mini MC-1370,
Mikrotron GmbH, Unterschleissheim, Alemania). Una matriz de LED blancos utilizados como fuente de luz 162
y colocados bajo el chip/sustrato 110 para la obtencién de imagenes de transmisién. Se tomé una imagen de
un segmento de aproximadamente 3,5 mm por 0,6 mm del canal 112 microfluidico. La adquisicién de imagenes
a 20 Hz se activé por hardware al activarse la activacidn ultrasénica.

El volumen celular aclsticamente empaquetado, APCV, se midi6 a partir de las imagenes adquiridas utilizando
un algoritmo de andlisis de imagenes basico implementado en MatLab. Brevemente, los gldbulos rojos
absorben fuertemente en la microscopia de modo de transmision y se representan como pixeles oscuros en
las imagenes. El plasma sanguineo es transparente y se representa como pixeles brillantes. La imagen se
recorté a lo largo de las paredes del canal utilizando limites establecidos inicialmente por el usuario y se
convirtié a binario de 1 bit mediante umbralizacién utilizando un nivel de umbral del 30 % del valor méximo de
pixel. Este valor umbral se eligié inicialmente porque generaba un resultado similar a lo que el usuario percibia
como el limite entre la sangre y el plasma en la imagen sin procesar. Se invirtié la imagen y se calculé el valor
APCV como el nimero de pixeles brillantes (suma de la imagen binaria), dividido por el nUmero total de pixeles
de la imagen (tamafio de la imagen).

la Fig. 6 muestra fotografias de la cavidad microfluidica y las técnicas de umbralizacién subsiguientes para
determinar el 4rea ocupada por glébulos rojos frente al &rea ocupada por plasma sanguineo. Asi, el panel A de
la Fig. 6 muestra todo el canal microfluidico lleno de sangre antes de someter la muestra de sangre a la onda
estacionaria acustica; mostrando las lineas discontinuas las paredes del canal. El panel B muestra sangre
entera (40 % PCV) que se enfoca hacia el centro del canal después de 20 s de activacion ultrasénica. La onda
estacionaria acUstica se indica mediante lineas discontinuas en forma de reloj de arena. El panel C muestra la
imagen de umbral invertida utilizada para la medicién de APCV.

Al realizar el experimento y obtener las fotografias de la Fig. 6 es claramente perceptible el efecto de utilizar el
barrido de frecuencia lineal para la activacién del transductor 122 de ultrasonido. En primer lugar, se
promediaron las resonancias dirigidas a lo largo de la longitud del canal y se redujo la presencia de "puntos
calientes" acUsticos para que el campo acustico se volviera invariante a lo largo del canal. En segundo lugar,
la sefial de chirrido eliminé la necesidad de un ajuste especifico de la frecuencia de activacion de la muestra.
Como la velocidad del sonido en la sangre depende del nivel de hematocrito, un operador tendria que ajustar
la frecuencia de activacién para que coincida con la condicién %2 A requerida.

La Fig. 7 es un gréfico que muestra la correlacién entre el volumen celular actsticamente empaquetado (APCV)
y el volumen celular empaquetado (PCV). Este gréfico se obtuvo para probar la linealidad del método de
medicion. Se prepard una serie estandar de dilucién de muestras de sangre con diferentes niveles de
hematocrito. La serie estandar contenia un total de 17 muestras de sangre con HCT que oscilaba del 20 % al
60 %, en incrementos de 2,5 puntos porcentuales (p.p). El HCT de cada muestra se midié 3 veces con el
método de acuerdo con el tercer aspecto y 3 veces mediante centrifugacién como control. La medicidén de la
centrifugacién tuvo una resolucién de 1 p.p.

Los valores de APCV de las muestras de la serie estandar se midieron después de 20 s de activacién acUstica
y mostraron una correlacién lineal con los valores de PCV. Una regresién lineal (y = 0,986x + 4,12) produjo un
valor R2 de 0,987. Para los residuos, ver S|.2. Todo el proceso de medicién de una sola muestra, incluyendo
la carga de la muestra, el empaquetado acustico de las células, el analisis de imagenes y el lavado del canal,
se puede realizar en menos de 60 s.

La Fig. 8 muestra la evolucién temporal de la relacidén entre el area ocupada por glébulos rojos frente al area
ocupada por plasma sanguineo. Asi, se encontré que, si bien la lectura 6ptica se realizd preferiblemente
después de 20 s de activacién acustica para asegurarse de que la sefial obtenida habia alcanzado el estado
estable, el valor medido alcanzé una meseta después de aproximadamente 5 s. Ademas, se observa un
aumento de tiempo para alcanzar el estado estable para la sangre con mayor PCV, ver el panel A. Los paneles
B-E muestran fotografias del canal en diferentes puntos de tiempo.

Se realizaron pruebas adicionales para evaluar la precisién del método y del sistema. Asi, se midieron los
valores de APCV de muestras de sangre de un donante masculino (Y1) y de 4 donantes femeninos (X1-4)
sanos. Para comparacién, se utiliza la relacién lineal entre los valores de APCV y PCV obtenidos de la serie
estandar, ver Fig. 7, para calcular el equivalente de PCV del valor de APCV, designado como PCVE, cuyos
resultados se proporcionan en la siguiente tabla:

Muestra | APCV medio (%) PCVE medio | Desviacién PCV medio | Error medio
(%) estandar del | (referencia) (p-p)
PCVE (p.p)
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X1 46,28 42,7 0,99 43 % -0,27
X2 44,89 41,3 0,99 42 % -0,68
X3 44,34 40,8 0,67 43 % -2,24
X4 46,65 43,1 0,96 44 % -0,90
Y1 51,18 47,7 0,66 48 % -0,64

Cada muestra se midi6 tres veces (n=3). El error de medicién para cada muestra (calculado como el PCVE
medio-PCV medio) fue <1 p.p para todas las muestras excepto la muestra X3, donde este método en promedio
subestimé el PCV de la muestra en 2,24 p.p. La desviacién estandar de tres mediciones fue inferiora 1 p.p
para todas las muestras. Como indicador de la precision del sistema, se calcul6 que el error absoluto promedio
fue de 1,13 p.p y el error promedio fue de 0,95 p.p.

La Fig. 9 es un grafico que muestra la correlacién entre APCV y PCV obtenidos en diferentes puntos de tiempo.
Asi, este grafico muestra que se puede realizar una prediccion precisa del equivalente de PCV ya después de
2 s de activacién acustica. A modo de comparacién con el APCV de serie estandar de APCV de 20 segundos
de la Fig. 7, los valores de APCV también se derivaron después de 2 y 5 s de activacién acustica, mostrando
una correlacién lineal con el PCV, ver la Fig. 9. La siguiente tabla muestra los parametros lineales para los tres
puntos de tiempo de lectura de APCV:

Tiempo Ajuste lineal eq. Valor R?
20 segundos y=0,9867x+0,0412 0,9861
5 segundos y=1,0544x+0,0369 0,9884
2 segundos y=1,1899x+0,0253 0,9887

Los tres puntos de tiempo de APCV mostraron un rendimiento lineal que permite una estimacién precisa de
HCT. Sin embargo, la estimacién del APCV en la fase inicial del enfoque acustico hace que el procedimiento
de medicidn sea mas sensible a las variaciones del sistema, es decir, a las desviaciones en la energia acUlstica
y al momento de la recopilacién de datos. Al recopilar datos en la fase temprana del enfoque, la derivada
temporal de la curva APCV temporal es grande y, por lo tanto, cualquier variacién en la energia acustica o en
el tiempo tendra un impacto mayor en la lectura que en la regién de derivada baja donde las células estén
estrechamente empaquetadas. La estimacién del APCV para las cinco muestras clinicas en los puntos de
tiempo 2 y 5 segundos da un PCVE ligeramente mayor, aunque dentro de un margen de error de
aproximadamente el 1 %, ver la siguiente tabla.

5 segundos 2 segundos
Muestra PCVE Desviacién Error PCVE Desviacién Error PCV
medio estandar medio medio estandar medio (referencia)
(p.p) (p.p) (p.p) (p.p)

X1 445 % 1,83 1,15 451 % 2,06 2.1 43 %

X2 423 % 1,72 0,34 427 % 1,98 0,74 42 %

X3 41,8 % 0,84 -1,18 425 % 1,41 -0,46 43 %

X4 447 % 1,36 0,69 451 % 1,16 1,16 44 %

Y1 496 % 1,11 1,25 497 % 1,08 1,40 48,3 %

Modificaciones factibles de la invencién

La invencién no se limita Gnicamente a las realizaciones descritas anteriormente y mostradas en los dibujos,
que tienen principalmente un propésito ilustrativo y ejemplificativo. Esta solicitud de patente pretende cubrir
todos los ajustes y variantes de las realizaciones preferidas descritas en el presente documento, por lo que la
presente invencién se define por la redaccién de las reivindicaciones adjuntas. Por lo tanto, el equipo puede
modificarse de todo tipo de formas dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Por ejemplo, se debe sefialar que los aspectos estructurales de las realizaciones del método de acuerdo con
el primer aspecto de la presente invencién se deben considerar aplicables a las realizaciones del sistema de
acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencién y, a la inversa, los aspectos metédicos de las
realizaciones del sistema de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencién se deben considerar
aplicables a las realizaciones del método de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién.

También se debe sefialar que toda la informacion sobre/relativa a términos tales como encima, debajo, superior,
inferior, etc., se debe interpretar/leer teniendo el equipo orientado de acuerdo con las figuras, teniendo los
dibujos orientados de manera que las referencias se puedan leer correctamente. Por lo tanto, dichos términos
solo indican relaciones mutuas en las realizaciones mostradas, relaciones que pueden cambiarse si el equipo
inventivo se proporciona con otra estructura/disefio.

Alo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo
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contrario, la palabra "comprender”, y variaciones tales como "comprende" o "que comprende", se entenderéan
como que implican la inclusién de un nimero entero o pasos o grupo de nimeros enteros o pasos establecidos,
pero no la exclusién de cualquier otro nimero entero o paso o grupo de nimeros enteros o pasos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para realizar una medicién éptica o eléctrica en una muestra (2) de un fluido disperso,
comprendiendo la muestra particulas (4) y un fluido (6), que comprende los pasos de:

a) posicionar (1000) la muestra (2) en una cavidad (12) microfluidica que tiene una frecuencia de resonancia,

b) someter (1002) la muestra (2), en la cavidad (12), a una onda estacionaria acustica configurada para
provocar que las particulas (4) se congreguen en al menos una primera regién (32) de la cavidad, provocando
de este modo que el fluido (6) ocupe al menos una segunda region (36, 38) de la cavidad (12), en donde la
frecuencia de la onda estacionaria acUstica se varia repetidamente entre una frecuencia por debajo de la
frecuencia de resonancia y una frecuencia por encima de la frecuencia de resonancia, y

¢) realizar (1004) una medicion éptica o eléctrica en el fluido en al menos una de la al menos una segunda
regién de la cavidad.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la onda estacionaria acustica esta configurada para
provocar que las particulas (4) se congreguen en una o dos primeras regiones (32', 34') de la cavidad (12).

3. El método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, que comprende ademas el paso de:
d) generar (1006) un flujo de la muestra (2) a través de la cavidad (12).

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde la cavidad (12) es alargada y esté conectada de
manera fluida en un extremo a una entrada (14) y en el otro extremo opuesto a una salida (16).

5. El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde la cavidad (12) esta formada en un
sustrato (10), y en donde, preferiblemente, la energia de ultrasonido, para provocar la onda estacionaria
acustica, se transfiere al sustrato (10) desde al menos un transductor (22') de ultrasonido Unicamente a través
de un miembro (30) de acoplamiento de vidrio conectado al transductor de ultrasonido y al sustrato.

6. El método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en donde la muestra (2) es una muestra de
sangre en la que las particulas comprenden al menos glébulos rojos (4) y el fluido comprende al menos plasma
sanguineo (6).

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde la medicién 6ptica o eléctrica es una medicién de
absorbancia que comprende determinar la cantidad o concentracién de hemoglobina libre en el plasma
sanguineo (6).

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7, en donde el método comprende ademas los pasos de:

d) determinar (1008) una relacién entre el volumen de los glébulos rojos (4) en la al menos una primera regién
(32) y el volumen del plasma sanguineo (6) en la al menos una segunda regién (36, 38) midiendo el volumen
de la al menos una primera regién (32) y el volumen de la al menos una segunda regién (36, 38), y

e) determinar (1010) el hematocrito de la muestra de sangre en base a la relacién, y

9. Un sistema microfluidico para realizar una medicién éptica o eléctrica en una muestra (2) de un fluido
disperso, comprendiendo la muestra particulas (4) y un fluido (6), comprendiendo el sistema

un sustrato (10) con una cavidad microfluidica (12) formada en el sustrato, teniendo la cavidad microfluidica
una entrada (14) para permitir la entrada de la muestra en la cavidad microfluidica,

un transductor (22") de ultrasonido conectado al sustrato para generar una onda estacionaria acustica en la
cavidad microfluidica,

un circuito (70) de accionamiento conectado operativamente al transductor (22") de ultrasonido y configurado
para accionar el transductor de ultrasonido con una frecuencia que varia repetidamente entre una frecuencia
por debajo de una frecuencia de resonancia de la cavidad microfluidica y una frecuencia por encima de la
frecuencia de resonancia de modo que provoque que las particulas se congreguen en al menos una primera
regién (32) de la cavidad, provocando de este modo que el fluido ocupe al menos una segunda regién (36, 38)
de la cavidad, y

un detector (64) dispuesto para realizar una medicidn 6ptica o eléctrica en el fluido en al menos una de la al
menos una segunda regién de la cavidad.
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10. El sistema microfluidico de acuerdo con la reivindicacién 9, que comprende ademas
una carcasa (50) que comprende un receptaculo (52) dispuesto para recibir al menos parte del sustrato (10"),

en donde el transductor (22") de ultrasonido esta dispuesto en la carcasa y esta dispuesto para conectarse al
sustrato cuando el sustrato se recibe en el receptaculo, y

en donde el detector (64) esta dispuesto en la carcasa y esta dispuesto en una posicién predeterminada con
respecto al sustrato cuando el sustrato es recibido en el receptaculo,

estando dispuesta la posicion predeterminada para permitir que el detector realice la medicidn 6ptica o eléctrica
en la al menos una de las al menos una segunda regién (36, 38) de la cavidad (12").

11. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-10, que comprende ademéas un miembro
(30') de acoplamiento de vidrio unido al transductor (22") de ultrasonido para conectar el transductor de
ultrasonido al sustrato (10").

12.El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en donde el detector esta dispuesto
ademas para determinar una relacién entre el volumen de las particulas (4) en las al menos una primera
regiones (32, 34) y el volumen del fluido (6) en la al menos una segunda regiones (36, 38), al estar configurado
para medir el volumen de la al menos una primera regién (32) y el volumen de la al menos una segunda regién
(36, 38).
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