ES 2285984 T3

@ Numero de publicacién: 2 285 984

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS GD int. Cl.:
GO1N 1/40 (2006.01)
ESPANA GO1N 33/487 (2006.01)

GO1N 33/49 (2006.01)
GO02B 21/34 (2006.01)
BO1L 3/00 (2006.01)
GO6K 9/00 (2006.01)
GO1N 15/10 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 00117717 .9
Fecha de presentacién : 17.08.2000

Numero de publicacién de la solicitud: 1079224
Fecha de publicacion de la solicitud: 28.02.2001

Titulo: Procedimiento y dispositivo de separacion de elementos formes a partir de una fase liquida de una
muestra de un fluido biolégico complejo.

Prioridad: 20.08.1999 US 366881 @ Titular/es: Stephen Clark Wardlaw
Highrock

Lyme, Connecticut 06371, US
Wardlaw Partners L.P. y

Robert Aaron Levine

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Wardlaw, Stephen C.
01.12.2007

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Isern Jara, Jaime
01.12.2007

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



1 ES 2285984 T3 2

DESCRIPCION

Procedimiento y dispositivo de separacion de ele-
mentos formes a partir de una fase liquida de una
muestra de un fluido biolégico complejo.

Campo técnico

La presente invencidn se refiere a un dispositivo y
a un procedimiento de separacién de elementos for-
mes a partir de una fase liquida de una muestra de un
fluido bioldgico, a fin de facilitar la utilizacién de un
instrumento optico para examinar los elementos for-
mes. Mas particularmente, la presente invencion se re-
fiere a un dispositivo y a un procedimiento que tiene
como resultado que los elementos formes se disponen
en una superficie plana del dispositivo en el que dicha
superficie plana conforma el plano focal del instru-
mento éptico.

Antecedentes

Los elementos formes de un fluido biolégico com-
plejo se aislan habitualmente, o se separan, de una fa-
se liquida de una muestra de tal modo que se permita
el examen detallado de dichos elementos formes. La
citometria de flujo constituye una técnica de identifi-
cacién de elementos formes tales como los glébulos
sanguineos de una muestra de sangre. Al utilizar di-
cha técnica, se pueden diferenciar entre si diversos ti-
pos de glébulos sanguineos y otros elementos formes
de la sangre, y se puede realizar un recuento de los
mismos. Al realizar dicho procedimiento, la muestra
de sangre se ha de diluir antes de pasarse por el cit6-
metro de flujo. Dicha técnica de citometria de flujo no
permite que las células u otros elementos formes de
una muestra de sangre se examinen en reposo. Dicha
técnica no se puede utilizar eficazmente para detectar
hechos infrecuentes en una muestra de sangre excepto
si la muestra se somete a procedimientos de enrique-
cimiento tales como los procedimientos de enrique-
cimiento de perlas de particulas magnéticas del tipo
propuesto por Dynel de Noruega.

Una segunda técnica de identificacién y recuento
de glébulos sanguineos y trombocitos de una muestra
de sangre anticoagulada se describe en la patente US
n° 4.027.660 y en otras patentes de Robert A. Levi-
ne y/o Stepehn C. Wardlaw. Dicha técnica utiliza un
tubo capilar que presenta un inserto dispuesto en su
interior. La muestra de sangre se mezcla con un tinte
tal como el naranja de acridina y se centrifugd en el
tubo capilar. Los glébulos blancos y los trombocitos
se depositaron en el tubo entre el inserto y la pared del
tubo de modo que las capas de glébulos blancos y de
trombocitos se extienden en un factor de aproximada-
mente diez. La extension de las capas de globulos y
de plaquetas permite determinar la férmula leucocita-
ria y la cifra de trombocitos del turbo determinando
la distancia entre las interfaces opuestas de las capas
celulares y transformar los resultados a cifras de cé-
lulas. Dicha segunda técnica tampoco permite el exa-
men de glébulos sanguineos individuales de la mues-
tra de sangre.

El documento EP 919 812 describe un procedi-
miento de andlisis de una muestra de sangre anticoa-
gulada en relacién con la presencia o ausencia de cé-
lulas epiteliales irregulares y/o células precursoras he-
maticas. El procedimiento implica disponer la mues-
tra de sangre entera en un tubo de ensayo que com-
prende un inserto que ocupa un volumen suficiente
del tubo de ensayo para formar un 4rea anular bien
definida en el tubo de ensayo entre el inserto y el tubo
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en el que las células individuales se aislardn y se po-
drdn examinar. El drea bien definida del tubo de ensa-
yo se examina con un aumento de por lo menos 100X
por lo que se puede analizar la morfologia de las cé-
lulas individuales de la misma. Se ha de sefialar que
dicho procedimiento requiere la centrifugacion de la
muestra de sangre en el tubo de ensayo antes de que
se puedan examinar las células aisladas.

Se puede centrifugar una muestra de un fluido con
una pluralidad de elementos para separar la fase liqui-
da de la muestra de los elementos formes de la mues-
tra. Dicha técnica es la utilizada mds habitualmente
en los andlisis de orina. En una muestra de fluido bio-
l6gico que comprende células u otras particulas, las
particulas se depositardn gracias a la accién de la gra-
vedad por separado de la fase liquida, y las células y
las particulas se separardn también entre si en funcién
de su peso especifico. Una vez se ha centrifugado la
muestra, el liquido y las fracciones de los elementos
formes de la muestra se separan entre si, y uno o las
otras se contindan analizando.

En el caso de un analisis de orina, una vez se ha fi-
nalizado la centrifugacion, entre el 90 y 95% del liqui-
do sobrenadante se decanta o se separa, y se vuelven a
suspender las células y las particulas en una cantidad
inferior del liquido restante y se disponen en un reci-
piente o en un portaobjetos para su examen. Se podra
apreciar que el examen de diversos tipos de células
o particulas utilizando la técnica de centrifugacién es
lento y requiere una destreza considerable por parte
del técnico. Dicha técnica asimismo no resulta preci-
sa debido a la pérdida o a la destruccién de elementos
de la muestra durante la centrifugacién, y en el caso
del andlisis de orina, la imprecision de las etapas de
decantacion y de resuspension.

Los elementos formes se pueden separar también
de una fase liquida bioldégica por filtracion. Al utilizar
dicha técnica, se hace fluir la muestra a través de un
filtro con un tamafio de poro que evitard que determi-
nados elementos formes atraviesen el mismo. De este
modo, si se conoce el tamaifio de un elemento forme
seleccionado que se encuentra en la mezcla, se puede
seleccionar el filtro apropiado para separar el elemen-
to seleccionado de la muestra. Una vez los elementos
formes se ven retenidos por el filtro, se pueden sepa-
rar y cultivar, o seguir analizando. Los problemas que
presenta dicha técnica comprenden el coste de los fil-
tros diversos; la necesidad de conocer el tamafio de
los elementos formes seleccionados; la instalacion de
conductos requeridos para hacer fluir la muestra a tra-
vés del filtro; la posibilidad de obstruir el filtro.

Los elementos formes que se pueden aislar a partir
de disoluciones por centrifugacién y/o filtracién com-
prenden microbios en fluidos biolégicos; los cilindros
urinarios; las células somaticas y los glébulos de los
fluidos corporales distintos de la sangre; quistes; célu-
las de muestras citoldgicas obtenidas mediante frota-
cidn, aspiracion o raspado, que se han dispuesto en un
medio liquido; huevos y pardsitos que se encuentran
en muestras de heces; y células epiteliales cancerosas
y células precursoras hemdticas de sangre anticoagu-
lada.

Tal como se ha sefialado anteriormente, todas las
técnicas conocidas de separaciéon de elementos for-
mes a partir de una fase liquida de una muestra de
un fluido biolégico comprenden la centrifugacién de
la muestra o la filtracién de la muestra. Se pretende
proporcionar una técnica de separacion de los elemen-
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tos formes relativamente infrecuentes a partir de una
fase liquida en una muestra de fluido biolégico en
reposo, funcionando dicha técnica sin movimientos,
que resulte econdmica, que no requiera la utilizacién
de equipos adjuntos costosos tales como centrifugas,
conductos de fluidos y filtros, y que no requiera un
grado elevado de destreza y experiencia para poder
utilizarla.

El documento US 3 990 849 da a conocer un siste-
ma de recipientes destinado a recoger elementos for-
mes tales como células que se encuentran compren-
didas en una muestra de fluido biolégico acuoso tal
como la sangre. Dicho sistema de recipientes presen-
ta una cubeta y una capa de gel comprendida en dicha
cubeta en la que la capa de gel presenta una superfi-
cie plana sobre la que se vierte la muestra. La capa de
gel absorbe sustancialmente toda la fraccién acuosa
de la muestra del fluido a excepcidn de los elementos
formes que permanecen en dicha superficie plana del
gel.

El documento US 5 770 086 describe un proce-
dimiento para concentrar una disolucién en la que
se utilizan hidrogeles expandibles para recoger ele-
mentos formes. Dichos hidrogeles absorben sustan-
cialmente toda la fase acuosa de la muestra del fluido
a excepcidn de los elementos formes.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimien-
to y a un dispositivo para utilizar en la separacion de
elementos formes a partir de una fase liquida de una
muestra de un fluido acuoso. Las muestras de fluidos
acuosos de interés comprenden: orina; liquido cefa-
lorraquideo; liquido pleural; ascitis; humores succio-
nados de quistes, tales como quistes de tiroides o de
mama; muestras citoldgicas que se han dispuesto en
un fluido; suspensiones acuosas de muestras de he-
ces; muestras de plasma con abundantes trombocitos,
mezclas preparadas de cultivos microbianos acuosos,
etcétera.

El dispositivo de la presente invencién compren-
de un recipiente para las muestras que presenta una
parte transparente destinada a la visualizacién de las
muestras y que comprende una pared extensible pla-
na, que se puede expandir en presencia de un medio
acuoso. Dicha pared comprende un hidrogel cuando
se expande al afiadir disoluciones acuosas segiin la
presente invencion. El medio, antes de la expansion,
puede comprender una cantidad de disolucién acuosa
inferior a la capacidad de equilibrio del medio per-
mitiendo que el medio se hidrate y se expanda atn
mas, o el medio puede ser un xerogel, es decir, una
estructura polimérica seca que, al absorber agua, se
convierte en un hidrogel, hinchandose durante el pro-
ceso. En aras de la simplicidad, el término “hidrogel”
tal como se utiliza en la presente solicitud, pretende
comprender cualquier matriz polimérica estructurada
que se hincha con agua a partir de un estado seco has-
ta un estado de equilibrio completamente hinchado.
La pared de capas de hidrogel se dispone en la ca-
ra opuesta de la parte de visualizacién de la muestra.
La capa de hidrogel presenta un espesor constante de
modo que la superficie de la capa de hidrogel que se
encuentra mas préoxima a la parte de visualizacion de
la muestra del recipiente es plana. Cuando el disposi-
tivo se utiliza para analizar una muestra, la cdmara. se
llena con una cierta cantidad de la muestra a exami-
nar, depositdndose la muestra en la parte superior de
capa de hidrogel. El recipiente para las muestras pre-
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senta un volumen conocido, y el volumen de la capa
del hidrogel absorbente de agua es tal que, cuando se
encuentra completamente hidratado, absorbera esen-
cialmente todo el agua de la muestra y llenard sustan-
cialmente el recipiente para las muestras con el hidro-
gel.

Una vez que se ha afiadido la muestra del fluido al
recipiente, el hidrogel se expandird hacia la parte de
visualizaciéon de la muestra del recipiente hasta que
el recipiente se llene sustancialmente completamente
con el hidrogel expandido. La superficie del hidrogel
expandido que se encuentra mds proxima a la parte
de visualizacién de la muestra del recipiente perma-
necerd plana mientras la capa de hidrogel se hincha.
La fase acuosa de la muestra bioldgica se absorberd
en el hidrogel provocando de este modo la expansién
o el hinchamiento del hidrogel. A medida que el hi-
drogel se expande, cualquier elemento forme que se
encuentre en la muestra se verd capturado en la su-
perficie plana mévil del hidrogel y permanecerd en
su lugar en dicha superficie del hidrogel mientras el
hidrogel continda expandiéndose. Cuando el hidrogel
ha alcanzado su volumen expandido final, sustancial-
mente toda la fase liquida de la muestra se habra ab-
sorbido en el hidrogel y todos los elementos formes
de la muestra se habran capturado en la superficie del
hidrogel. Debido a que la superficie de captura del hi-
drogel permanece plana, y a que se presiona preferen-
temente contra la parte de visualizacién de la muestra
del recipiente, los elementos formes capturados de la
muestra se fijardn en la superficie plana que se puede
realizar para que ocupe el plano focal de un instru-
mento que se utiliza para examinar los elementos for-
mes capturados. Los diversos elementos formes que
se encuentran en la muestra y que se capturan en la
superficie del hidrogel rehidratado se pueden realzar
de un modo diferenciador mediante sustancias especi-
ficas de andlitos de modo que diversos elementos for-
mes se puedan diferenciar entre si. También se pue-
den tefiir los elementos formes de modo que se pueda
examinar su morfologia en la superficie del hidrogel.
Se puede realizar el recuento de diversos elementos
formes realzados de un modo diferenciador. Debido
a que se conoce el volumen de la muestra afiadida al
recipiente, se puede obtener la cifra de elementos for-
mes por unidad de volumen de la muestra. El aisla-
miento y la concentracion de elementos formes de la
superficie del hidrogel permite asimismo recoger ele-
mentos formes especificos de la superficie del hidro-
gel para seguir analizando los elementos recogidos.
El dispositivo de la presente invencién se puede exa-
minar mediante un instrumento de lectura Optica, tal
como un microscopio o un instrumento de diferencia-
cidn Optica.

Constituye por lo tanto un objetivo de la presen-
te invencién proporcionar un procedimiento y un dis-
positivo para utilizar en la obtencién de informacién
que se refiere a los elementos formes comprendidos
en una muestra de un fluido biolégico en reposo.

Constituye un objetivo adicional de la presente in-
vencién proporcionar un procedimiento y un disposi-
tivo del tipo descrito en el que los elementos formes
de la muestra se capturen en la superficie plana de
un hidrogel expandido dispuesto en un recipiente pa-
ra muestras.

Constituye otro objetivo de la presente invencion
proporcionar un procedimiento y un dispositivo del
tipo descrito en el que la fase liquida de la muestra
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pueda expandir una capa de hidrogel absorbente de
agua dispuesto en el recipiente para muestras.

Constituye un objetivo adicional de la presente in-
vencion proporcionar un procedimiento y un disposi-
tivo del tipo descrito en el que la superficie plana del
hidrogel expandido conforme un plano focal para un
instrumento de examen Optico que se utiliza junto con
el recipiente para muestras.

Breye descripcion de los dibujos

Estos y otros objetivos y ventajas de la presente
invencién se pondrdn mds claramente de manifiesto a
partir de la siguiente descripcién detallada de una for-
ma de realizacién de la presente invencién considera-
da en conjunto con los dibujos adjuntos en los que:

la Figura 1 es una vista esquemdtica en seccién
transversal de un recipiente para analizar muestras
que comprende una cdmara destinada a alojar las
muestras que presenta un elemento de hidrogel absor-
bente de agua en una pared de la misma;

la Figura 2 es una vista esquemadtica en planta de
un recipiente del tipo ilustrado en la Figura 1 en el
que el recubrimiento de hidrogel se ha expandido has-
ta llenar sustancialmente la cimara;

la Figura 3 es una vista esquematica en planta del
recipiente de las Figuras 1 y 2 ilustrando un conjunto
de elementos formes de la muestra que se han captu-
rado en la superficie superior del hidrogel expandido
de la cdmara; y

la Figura 4 es una imagen compuesta de un cam-
po inicial de visién de la muestra en la cdmara para
muestras y una imagen posterior del mismo campo de
visién de la muestra.

Descripcion detallada de una forma de realizacion
especifica de la invencion

Haciendo referencia ahora a los dibujos, la Figura
1 es una ilustracién esquematica del recipiente para
muestras que se indica de un modo general mediante
la referencia numérica 2, comprendiendo dicho reci-
piente 2 una cdmara 4 que se define mediante una pa-
red lateral 6 y una pared inferior plana 8. Se dispone
una capa de espesor constante de un hidrogel prefe-
rentemente transparente o translicido 9 sobre la pared
inferior 8 de la cdmara 4. Un hidrogel apropiado com-
prende el gel “PHYTA”, que es un hidrogel realizado
de 4cido glucurdénico, ramnosa y glucosa. Es transpa-
rente e incoloro y, por lo tanto, un buen material para
utilizar en la deteccién de elementos formes. Dicho
hidrogel es un producto de Sigma Diagnostics.

Otros hidrogeles apropiados comprenden el 6xi-
do de polietileno; el poli(6xido de etileno y de pro-
pileno); la poli(povidona); el poli(alcohol vinilico);
la poli(acrilamida); el poli(acetato de vinilo); el po-
li(acido acrilico) [en forma Na*]; el poli(acido acrili-
co y acrilimida) [en forma Na*]; el poli(4acido polia-
crilico) [en forma Na*]; el poli(dcido metacrilico) [en
forma Na*]; el poli(dcido metacrilico - co-acrilamida)
[en forma Na*]; el poli(acrilonitrilo y acrilamida); el
poli(hidroxietilacrilato); el poli(hidroximetilmetacri-
lato); y poli(uretanos) hidréfilos).

La superficie superior 10 de la capa de hidrogel 9
es plana, reproduciendo la pared inferior plana 8 de la
cdmara 4. El volumen de la capa de hidrogel 9 que se
dispone en la cdmara es tal que, cuando el hidrogel 9
absorbe el agua de una muestra que se ha introducido
en la cdmara 4, llenara sustancialmente la cimara 4 y
absorbera esencialmente todo el agua de la muestra.
La cdmara 4 comprende una pared transparente 12,
que puede presentar la forma de un cubreobjetos, que
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proporciona una ventana a través de la que se puede
observar la superficie superior 10 del gel 9. Se pue-
de disponer previamente una pluralidad de elementos
formes identificables 14 sobre la superficie del gel y
utilizarla para permitir que el instrumento éptico 16
enfoque la superficie superior 10 del hidrogel 9 una
vez que este ultimo se ha expandido, tal como se ilus-
tra en la Figura 2.

Los cuerpos formes 14 desempefan tres funcio-
nes, la primera permitir el enfoque del instrumento
optico 16 en la superficie del hidrogel 10; la segun-
da confirmando la posicién de la superficie 10 cuando
el instrumento 16 no detecta otros elementos formes
en la superficie. En este caso, el instrumento 16 regis-
trard que la muestra que se estd analizando no com-
prende elemento forme alguno. La tercera funcién de
los cuerpos formes 14 es servir de registro ptico o de
puntos de gufa. Dicha funcidn resulta itil cuando el
andlisis de la muestra que se estd realizando requiere
que se examine repetidamente una pluralidad de areas
de la cdmara durante un periodo de tiempo. Debido a
que la mayoria de los instrumentos de andlisis no pue-
den realizar una relocalizacion exacta de un punto de-
terminado de la superficie, pero si una relocalizacién
aproximada, se puede utilizar un mapa de las posi-
ciones de los cuerpos preformados de cualquier cam-
po para reajustar las imagenes posteriores del mismo
campo de modo que se puedan realizar determinacio-
nes comparativas sucesivas en dicho campo durante
un periodo de tiempo.

La Figura 4 ilustra dicho reajuste de los cuerpos
formes 14. Obsérvese que la Figura 4 ilustra un cam-
po de visién particular en el que se encuentra un cier-
to nimero de elementos formes B. El campo de vi-
sién comprende asimismo tres de los cuerpos formes
14 que resulta que se disponen en una configuracion
triangular. Se realizard el tratamiento de las imdge-
nes de dicho campo de visién mediante el instrumento
de lectura, y la posicién de las coordenadas X, Y de
dicho campo de visidn las registrard el instrumento.
Suponiendo que el instrumento esté programado para
volver a dicho campo de visién particular por algin
motivo, se utilizardn las coordenadas X, Y registradas
para volver al campo de visién en cuestion. Cuando
vuelve al campo de visidn en cuestion, no podra re-
producir exactamente las posiciones de los elementos
formes B o las posiciones de los cuerpos formes 14,
por lo que las posiciones de los cuerpos formes en el
campo de vision reprocesado graficamente pueden ser
tal como se indican en vista transparente en la Figura
4, indicdndose sus posiciones con la referencia numé-
rica 14’. A continuacién el instrumento compara las
posiciones 14’ del cuerpo forme reprocesado grafica-
mente con las posiciones 14 del cuerpo forme origi-
nal y ajusta el campo de visién reprocesado grafica-
mente con el campo de vision original superponiendo
las imégenes reprocesadas graficamente de los cuer-
pos 14’ con las posiciones de los cuerpos 14 origi-
nalmente procesadas graficamente. De este modo, se
pueden utilizar los cuerpos 14 y sus posiciones en un
campo de visién para guiarse de nuevo hacia un cam-
po idéntico de visién de la imagen. Se apreciard que
los cuerpos formes 14 se distribuirdn aleatoriamente
por toda la muestra de modo que cualquier configu-
racién de cuerpos formes 14 observada en un cam-
po de visién particular serd propia de dicho campo
de visién. Un instrumento que se puede utilizar pa-
ra examinar las muestras puede ser similar al instru-
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mento ilustrado y descrito en la solicitud publicada
WO 99 45 385.

La Figura 3 ilustra un conjunto de elementos for-
mes que se pueden encontrar en una muestra de ori-
na que se analiza segun la presente invencién. Los
cuerpos enfocados 14 se ilustran en la Figura 3. Los
elementos formes capturados tales como bacterias A;
eritrocitos B; cilindros urinarios C y cristales D, por
ejemplo, se pueden observar en la superficie 10 del
hidrogel 9. Se apreciard que se puede realizar una tin-
cién diferencial de algunos elementos individuales A,
B, C o D, o resaltar de algin otro modo; se pueden
utilizar en la muestra tinciones supravitales de mo-
do que se pueda realizar el examen morfolégico de
determinados elementos; y se pueden separar los ele-
mentos individuales de la superficie del hidrogel para
continuar examindndolos. Una vez se ha identificado
un elemento con el instrumento 16, se conocerd la po-
sicidn exacta del elemento y no cambiard, pudiéndose
de este modo volver a localizar el elemento en cues-
tién.

Un modo de preparar la cimara para muestras para
realizar el andlisis de las muestras es el siguiente. Se
puede llenar una cdmara para muestras vacia con un
hidrogel hidratado por lo menos en parte de modo que
la superficie superior del hidrogel hidratado sea plana
y sea coplanar con el plano de la superficie inferior de
la cubierta 12 de la cdmara. La cdmara llenada de es-
te modo se puede someter a continuacién a un medio
que provoque la evaporacion del agua del hidrogel de
modo que la capa de hidrogel de la cdmara se enco-
jay desplace la superficie superior del hidrogel hacia
abajo alejandose de la superficie inferior de la cubier-
ta 12. A continuacién se introduce en la cdmara para
muestras una alicuota de una muestra acuosa a ana-
lizar en relacién con sus elementos formes sobre el
hidrogel encogido, tras lo que se deja que este Gltimo
se expanda de nuevo hasta alcanzar su volumen origi-
nal mediante la absorcién de agua de la muestra. La
superficie superior del gel expandido de nuevo se ve
de este modo empujada contra la cubierta 12 de modo
que desplaza todos los elementos formes capturados
de la muestra hasta un plano focal que coincide con
la superficie inferior de la cubierta 12. Antes de afia-
dir la muestra al gel encogido, se pueden disponer los
cuerpos formes 14 en la superficie superior del gel en-
cogido.

Otro procedimiento que se puede utilizar para pro-
ducir las cdmaras para muestras es el siguiente. Cuan-
do se utilizan hidrogeles “blandos” (es decir, parcial-
mente hidratados) como absorbentes del agua, dichos
geles blandos no se pueden deshidratar parcialmente
in situ en la cdmara para muestras. Se pueden preparar
en el exterior de la cdmara para muestras. Por ejem-
plo, se pueden cortar discos de gel a partir de una la-
mina de gel y disponer los discos de gel en la zona
inferior de la cdmara de modo que se adhieran a dicha
zona inferior de la cdmara. En cualquier caso, el gel
ha de poder absorber esencialmente todo el agua de la
muestra y no ha de poder levantar la cubierta 12 de la
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cdmara cuando se expanda el gel.

Se apreciard que el procedimiento y el dispositivo
de la presente invencion proporciona una técnica eco-
némica para examinar determinadas muestras de flui-
dos biolégicos en relacién con sus elementos formes.
Los elementos formes distintos que se pueden encon-
trar en la muestra se pueden diferenciar entre si, se
pueden recoger del dispositivo y se puede realizar su
recuento. Los elementos formes de la muestra se se-
paran de la fase liquida de la muestra provocando que
la fase liquida es absorbida por el hidrogel hidréfilo
que no se encuentra en un estado de equilibro acuoso
de modo que se pueda continuar hidratando el hidro-
gel. Durante la hidratacién posterior del hidrogel, e
capturardn todos los elementos formes de la muestra
sobre la superficie expandida del hidrogel.

Debido a que se pueden realizar muchos cambios
y variaciones de la forma de realizacién de la presen-
te invencion que se ha descrito sin aparatarse del con-
cepto inventivo, no se pretende limitar la invencién de
ningin otro modo segin lo dispuesto en las reivindi-
caciones adjuntas.

Los elementos formes de una muestra de material
biolégico fluido acuoso se separan de la fase acuo-
sa de la muestra y se concentran en el plano focal
del instrumento de examen mediante el que se pueden
examinar ampliados. Los ejemplos de fluidos que se
pueden analizar de este modo comprenden la orina; el
liquido cefalorraquideo; el liquido pleural; las ascitis;
los humores succionados de quistes, tales como quis-
tes de tiroides o de mama; las muestras citolégicas
que se han dispuesto en un fluido acuoso; las mues-
tras de plasma con abundantes trombocitos; etcétera.
La muestra se dispone en una cdmara que presenta
una capa de hidrogel hidréfilo que cubre una superfi-
cie de la camara. La superficie opuesta de la cimara
es transparente y se puede realizar con un cubreobje-
tos o un dispositivo similar. El volumen de hidrogel
en la cdmara resulta suficiente para que, cuando el hi-
drogel absorbe esencialmente toda la fase acuosa de
la muestra, el hidrogel se expanda y llene la cdma-
ra. La superficie de captura del hidrogel expandido es
preferentemente plana y todos los elementos formes
de la muestra se capturaran en la superficie de captu-
ra de la capa de hidrogel y no serdn absorbidos en el
hidrogel. Los elementos formes, tales como; células;
bacterias; cristales; protozoos; huevos y parasitos; y
similares, se pueden realzar de un modo diferencia-
dor mediante la utilizacién de anticuerpos marcados,
tinciones selectivas o similares, de modo que se faci-
lite el examen 6ptico y la diferenciacién de los diver-
sos elementos formes que se pueden encontrar en la
muestra. Los elementos formes se pueden recoger de
la superficie de captura de la capa de hidrogel expan-
dido para un examen y andlisis mds detallados. La su-
perficie de captura del hidrogel se puede proporcionar
con una pluralidad de perlas utilizadas para localizar
la superficie de captura con el instrumento de lectura
Optica y para restablecer los campos de visién exami-
nados previamente.
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de recipientes destinado a examinar
elementos formes que se encuentran comprendidos en
una muestra de fluido biolégico acuoso, presentando
dicho sistema de recipientes una cdmara (4) con un
volumen conocido, encontrandose dicha cdmara (4)
definida por una primera pared (8), unas paredes la-
terales (6) y una pared transparente de visualizacién
de la muestra (12) que se dispone en la cara opuesta a
dicha primera pared (8); una capa (9) de un hidrogel
expandible que cubre dicha primera pared (8) de la ca-
mara, presentando dicha capa de hidrogel expandible
(9) una superficie plana enfrentada a dicha pared de
visualizacién de la muestra (12) de dicha cdmara (4),
encontrandose presente dicha capa de hidrogel expan-
dible (9) en una cantidad que puede provocar que di-
cho hidrogel llene esencialmente dicha cdmara (4) y
capture todos los elementos formes de la muestra en
dicha superficie plana del hidrogel cuando dicha capa
de hidrogel (9) se expande debido a la absorcion de
esencialmente toda la fase acuosa de la muestra del
fluido y a la exclusién de los elementos formes de la
muestra.

2. Sistema de recipientes segun la reivindicacién
1, en el que dicha primera pared (8) de la cdmara es
plana.

3. Sistema de recipientes segun la reivindicacién
1, que comprende ademds unos cuerpos Opticamente
detectables dispuestos en dicha superficie plana de di-
cha capa de hidrogel (9), permitiendo dichos cuerpos
opticos localizar dicha superficie plana de dicha capa
de hidrogel (9) una vez que dicha capa de hidrogel (9)
se ha expandido en dicha cdmara (4).

4. Sistema de recipientes segun la reivindicacién
1, en el que existen por lo menos tres cuerpos Optica-
mente detectables en dicha superficie plana de dicha
superficie de hidrogel.

5. Procedimiento para examinar las caracteristicas
de por lo menos un elemento forme que se encuen-
tra comprendido en una muestra de fluido biolégico
acuoso, comprendiendo dicho procedimiento:

a) la etapa de proporcionar un sistema de recipien-
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tes segun las reivindicaciones 1 a 4.

b) la etapa de introducir la muestra de fluido en
dicha cdmara (4) en dicha capa de hidrogel (9), y per-
mitiendo que la fase liquida de dicha muestra de flui-
do sea absorbida por y expanda dicha capa de hidro-
gel (9), al mismo tiempo que captura los elementos
formes de dicha muestra de fluida en la superficie de
dicha capa de hidrogel (9) que se expande en dicha
cédmara (4), y

¢) examinar por lo menos uno de los elementos
formes que se encuentran capturados en la superficie
de la capa de hidrogel (9) expandida en la cdmara (4).

6. Procedimiento segin la reivindicacién 5, en el
que dicha superficie de dicha capa de hidrogel (9) es
plana y permanece plana mientras se expande dicha
capa de hidrogel (9).

7. Procedimiento segtin la reivindicacién 6, en el
que dicha superficie plana comprende unos cuerpos
opticamente distinguibles dispuestos en la misma que
permiten la confirmacién de la posicién de dicha su-
perficie plana una vez dicha capa de hidrogel (9) se ha
expandido.

8. Procedimiento segtin la reivindicacion 5, que
comprende:

a) la etapa de expandir dicha capa de hidrogel (9)
de modo que desplace dicha superficie plana de dicha
capa de hidrogel (9) hasta una posicién final en dicha
cédmara (4); y

b) la etapa de disponer los elementos formes dis-
tinguibles de enfoque en dicha cdmara (4), cuyos ele-
mentos son coplanares con dicha posicién final de di-
cha superficie plana de modo que un instrumento 6p-
tico puede enfocar dichos elementos y de este modo
localizar la posicién de dicha disposicion final de di-
cha superficie plana del hidrogel en la cimara (4).

9. Procedimiento segtn la reivindicacién 8, en el
que dichos elementos de enfoque se disponen en di-
cha superficie plana de dicho hidrogel antes de la ex-
pansién de dicho hidrogel, y en la que dichos elemen-
tos de enfoque se transportan hasta dicha posicién
final de dicha superficie plana al expandirse dicho
hidrogel.
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