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DESCRIPCION
Procedimiento de ajuste automatizado de la densidad celular para la realizacién de una placa de analisis.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de realizacion de una placa de andlisis celular del tipo que
comprende una dispersién celular a analizar dispuesta en una placa de analisis, comprendiendo dicho procedimiento
las etapas siguientes:

- extraer una disolucion celular a partir de un frasco de extraccion,
- disponer dicha disolucion extraida en una camara de decantacion dispuesta por encima de la placa de analisis,
- dejar decantar la disolucién con el fin de obtener la dispersioén celular en la placa de analisis.

La invencion se refiere asimismo a un dispositivo de realizacion de una placa de andlisis celular que permite realizar
dicho procedimiento.

Se realizan unas placas de andlisis celular por ejemplo con el fin de establecer unos diagndsticos médicos. Para
ello, se efectlia un deposito de células en una lamina de vidrio.

Las células son extraidas por medio de un cepillo de extraccién, por ejemplo mediante frotis, y después el cepillo se
dispone en un frasco de extraccién en el que las células son puestas en disolucion. Una parte de la disolucién
celular se extrae a continuacion y se dispone en una camara de decantacién situada por encima de la lamina de
vidrio. Después de la decantacion y de la absorcién del liquido de mezcla celular, se obtiene una dispersion celular
sobre la lamina de vidrio, lo cual forma la placa de analisis. Dicho procedimiento se describe, por ejemplo, en el
documento FR 2 792 333.

Es deseable obtener una dispersién de densidad constante en células y sobre todo tener la presencia de células
suficientes para obtener un diagnéstico pertinente. En algunas aplicaciones tales como el frotis de deteccion del
cancer del cuello uterino, este nimero de células debe satisfacer a la clasificacion de Bethesda, que es una
clasificacion para estandarizar el resultado de diagndstico de los frotis, y cada dispersion debe asi comprender mas
de 5.000 células. Un ajuste del nimero de células extraidas puede por lo tanto resultar necesario si la densidad de
las células no es suficiente en la disolucion.

Actualmente, la medicion de la densidad celular se realiza sobre las células presentes en el frasco de extraccion. Es
decir que se realiza la extraccion y después se deposita en el frasco en el que se pone en disolucién y en el que se
realiza la medicion de densidad con el fin de determinar qué cantidad de suspension celular de las células es
necesario anadir sobre la placa de analisis para obtener suficientes en el momento de la lectura de diagnoéstico. La
medicién de la densidad se realiza, por ejemplo, mediante nefelometria, es decir mediante la medicién de la
difraccion de la luz que atraviesa el frasco.

Sin embargo, este tipo de medicion en el frasco adolece de varios inconvenientes. En primer lugar, la medicion es
poco fiable puesto que el cepillo de extraccidon presente en el frasco o la etiqueta administrativa de identificacion del
frasco pegada sobre éste pueden perturbar esta medicién. Por otro lado, el procedimiento de medicién se refiere a
todos los elementos celulares presentes en el frasco, tales como las células epiteliales, los hematies, las células
inflamatorias, etc., sin ninguna distinciéon, y no permite una mediciéon selectiva de las células representativas y
pertinentes para el diagnéstico de la extracciéon. Por Ultimo, si la cantidad de suspensién celular se ajusta
directamente durante la extraccion en el frasco para obtener inmediatamente una placa de andlisis de densidad
celular 6ptima, no existe ninguna automatizacion completa del procedimiento que queda abierto, ni tampoco ningun
seguimiento de la calidad que permite editar una relacion que menciona la baja densidad celular de la disolucion
presente inicialmente en el frasco de extraccion y su correccion sobre la placa de andlisis mediante el
enriquecimiento secundario.

Otros documentos: EP-A-1 775 571, WO 87107024 y WO 99/44743 implican unas mediciones opticas pero en un
contexto diferente.

La invencién prevé evitar estos inconvenientes proponiendo un procedimiento de realizacion de una placa de
andlisis del tipo citado anteriormente que permita una medicién de la densidad celular fiable, pertinente y que
permita un seguimiento de calidad en caso de correcciones.

Para ello, la invencion se refiere a un procedimiento de realizacion de una placa de andlisis del tipo citado
anteriormente, en el que dicho procedimiento se caracteriza porque comprende una etapa de medicion de la
densidad celular de la disolucion extraida, siendo dicha medicién realizada en la camara de decantacién.

Segun otras caracteristicas del procedimiento:
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- el procedimiento de realizacion comprende una etapa de comparacioén de la densidad celular medida a una
densidad umbral;

- el procedimiento de realizacién comprende una etapa de extraccion de una disolucion celular suplementaria y de
adiciéon de esta disolucién extraida a la camara de decantacion si la densidad celular medida es inferior a la
densidad umbral;

- la densidad umbral es sustancialmente igual a 5.000 células por dispersion celular;

- la densidad celular se mide mediante difraccién de la luz 0 mediante recuento de las células sobre una superficie
determinada; y

- la etapa de medicion de la densidad celular comprende una etapa de iluminacién de la camara de decantacion.

La invencién se refiere asimismo a un dispositivo de realizacién de una placa de andlisis celular del tipo que
comprende por lo menos un frasco de extraccion celular, una camara de decantacién dispuesta en una placa de
andlisis, unos medios de extraccién de una disolucién celular a partir del frasco de extraccion y de introduccion de
dicha disolucion a la camara de decantacion, caracterizado porque comprende ademas unos medios de medicion de
la densidad celular en la camara de decantacién, de manera que se realiza una placa de analisis tal como la definida
anteriormente.

Este dispositivo comprende ademas unos medios de medicién de la densidad celular en la cdmara de extraccion, de
manera que se realiza una placa de analisis segln un procedimiento tal como el descrito anteriormente.

Segun otras caracteristicas del dispositivo:

- los medios de medicién de la densidad celular comprenden unos medios de iluminacién de la camara de
decantacion y unos medios de medicion de la difraccion de la luz o de recuento de células en una superficie
determinada;

- los medios de medicién de la difraccién de la luz o de recuento de células sobre una superficie determinada
comprenden una camara, y

- la camara esta soportada por un brazo movil, desplazandose dicho brazo por encima de una pluralidad de
camaras de decantacion dispuestas por encima de una pluralidad de placas de analisis.

Otros aspectos y ventajas de la invencidon se pondran mas claramente de manifiesto a partir de la descripcion
siguiente, dada a titulo de ejemplo y realizada haciendo referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

- la figura 1 es una representacion esquematica en perspectiva parcial de un dispositivo de realizaciéon de una
placa de analisis segin un modo de realizacién de la invencion,

- lafigura 2 es una representacion esquematica del dispositivo de la figura 1 durante una etapa de medicién de la
densidad celular de una disolucién presente en una camara de decantacion.

En aras de la simplificacién, el dispositivo de realizacién de una placa de andlisis no ha sido representado en su
totalidad en las figuras.

Este dispositivo comprende generalmente por lo menos un frasco de extraccion celular (no representado), por lo
menos una camara de decantacion 2 dispuesta en una placa de andlisis 4, unos medios de extraccién (no
representados) de una disolucion celular a partir del frasco de extraccion y de introduccion de dicha disolucién a la
camara de decantacion 2.

El frasco de extraccién y la camara de decantacién 2 estan dispuestos en un plato 6 provisto de por o menos un
alojamiento de recepcion de una placa de analisis 4 debajo de la camara de decantacion 2. En la practica, una
pluralidad de camaras de decantacién 2 y de placas de analisis 4 esta prevista en unas cavidades correspondientes
del plato 6, para unas realizaciones en serie de placas de andlisis.

La camara de decantacion 2 es un recipiente sin fondo, de manera que el contenido vertido a la camara se vierte en
la placa de analisis tal como se describe por ejemplo en el documento FR-2 792 333. La placa de analisis 4 es una
lamina de vidrio clasica para este tipo de aplicaciones.

Los medios de extraccion y de introduccién comprenden por ejemplo una pipeta robotizada (no representada), apta
para desplazarse desde el frasco de extraccion hasta una camara de decantacién 2, y accionada para extraer
contenido a partir del frasco y verterlo a la camara 2. Segin un modo de realizacion, la pipeta esta prevista ademas
para extraer un liquido de dilucién de la disolucién celular extraida en el frasco y para mezclar este liquido con la
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disolucion en la pipeta con el fin de diluir la disolucién extraida y verterla a la camara de decantacion 2.

Se recoge un frotis y se deposita en el frasco de extraccién. Alli, éste sufre un tratamiento con el fin de seleccionar
las células pertinentes para el andlisis, tal como es conocido. La disolucion obtenida se extrae mediante los medios
de extraccién y puede ser diluida y después vertida de nuevo a la cdmara de decantacién 2 de manera
automatizada.

La disolucién se deja decantar en la camara 2 con el fin de obtener una dispersion celular sobre la placa de andlisis
4 mediante absorcién del liquido de la disolucién.

La placa de andlisis comprende en una parte extrema un medio de identificacién por ejemplo del tipo cédigo de
barras 8. Segun otros modos de realizacién, los medios de identificacion son diferentes, por ejemplo una etiqueta
que contiene unas informaciones o un chip electrénico del tipo chip RFID cuyo contenido puede ser leido a distancia
por unos medios de lectura.

Un brazo 10 esta movil por encima del plato 6. Este brazo soporta una camara de video 12 dispuesta para grabar
iméagenes del plato 6, es decir del contenido de la camara de decantacion 2 y de la placa de andlisis 4, tal como se
representa mediante las flechas F y F' de las figuras 1 y 2 respectivamente.

Durante una primera etapa representada en la figura 1, el brazo 10 esta dispuesto de tal manera que la cdmara de
video 12 esta dirigida hacia el cédigo de barras 8 y lee las informaciones de identificacién de la placa de analisis 4.
Estas informaciones son por ejemplo transmitidas a un sistema de tratamiento informatico que asegura el
seguimiento de calidad de una pluralidad de placas de andlisis y que reune unas informaciones sobre la dispersion
celular dispuesta sobre esta placa.

Segun el modo de realizacion representado en las figuras, la cdmara de video 12 constituye asimismo unos medios
de medicion de la densidad celular de la disolucion extraida presente en la camara de decantacion.

Para ello, el brazo 10 desciende, tal como se representa por la flecha F" de la figura 2, y se desplaza encima de la
camara de decantacion 2 con el fin de realizar la adquisicién de las imagenes del contenido de esta cdmara, tal
como se representa por la flecha F'. La amplitud de este desplazamiento puede ir hasta el contacto de la camara de
decantacion con el fin de obtener una estanqueidad a la luz realizando una cdmara oscura con el fin de optimizar la
calidad de la adquisicion de las imagenes.

Los medios de medicién de la densidad celular comprenden ademas unos medios de iluminacion de la camara de
decantacion con el fin de permitir que la cdmara 12 efectide la medicion de densidad. Segun el modo de realizacién
representado en las figuras, el brazo 10 comprende una fuente luminosa 14 dispuesta en la parte exirema de una
lamina metélica elastica 16. Cuando el brazo 10 esta bajado, la fuente luminosa 14 entra en contacto con el borde
de la placa de andlisis 4, y después cuando el brazo 10 se desplaza por encima de la camara de decantacion 2, la
lamina 16 se deforma de manera que mantiene la fuente luminosa 14 en su sitio, tal como se ha representado en la
figura 2. El desplazamiento del brazo 10 permite aplicar la fuente luminosa 14 contra la placa de analisis 2 con el fin
de obtener una transmisién de luz 6ptima. La fuente luminosa 14 difunde entonces luz en la placa de andlisis, tal
como se ha representado mediante las flechas F" de la figura 2. La iluminacién de la camara de decantacién 2 se
lleva a cabo por lo tanto lateralmente. La fuente luminosa 14 es por ejemplo un diodo electroluminiscente (LED).
Estos medios de iluminacion son particularmente ventajosos, puesto que son independientes del plato 6 y son faciles
de mantener. Ademas, estos medios son poco costosos de realizar.

La camara 12 mide la densidad celular mediante la medicién de la difraccién de la luz por la disolucion celular en la
camara de decantacion o mediante recuento de células en una superficie determinada. Estos métodos de medicion
son conocidos y no se detallaran en la presente memoria. La camara de video 12 presenta una resolucién celular
suficiente para este tipo de mediciones.

Segun otro modo de realizacion no representado, una camara de video especifica para la medicion de la densidad
esta prevista ademas de la cadmara 12 de video de lectura de los medios de identificacion 8. La camara de video
especifica, soportada asimismo por el brazo 10, es entonces mas competente que la cadmara de video 12, en
particular en términos de resolucion, y esta especificamente dedicada a la medicion de la densidad celular.

Segun otros modos de realizacion no representados, la iluminacién de la camara de decantacién 2 se realiza de
manera diferente. Asi, se prevé por ejemplo unas guias de luz, por ejemplo de tipo fibras 6pticas, dispuestas en el
plato 6 de manera que estan en contacto con los bordes de la o de las placas de andlisis 4 con el fin de iluminar
lateralmente las camaras de decantacion 2. Como alternativa, una fuente luminosa esta dispuesta en el brazo 10 de
manera que ilumina la camara de decantacion 2 por encima. La fuente luminosa esta entonces colocada y dispuesta
para evitar los problemas de reflexiones parasitas en la superficie de la disolucion extraida presente en la camara de
decantacion 2. Segun otra alternativa, la fuente luminosa ilumina la cadmara de decantacién 2 por debajo. El plato
esté entonces adaptado y presenta unos orificios de visualizacién que permiten dejar pasar la luz.
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La densidad medida por los medios descritos anteriormente se compara con una densidad umbral, sustancialmente
igual a la densidad minima a tener para obtener un analisis pertinente de la dispersién celular. Esta comparacion se
efectlia por ejemplo mediante el sistema de tratamiento informatico descrito anteriormente. Segin un modo de
realizacién, la densidad umbral es sustancialmente igual a 5.000 células por dispersion celular, tal como se prescribe
por la clasificacién de Bethesda.

Si la densidad medida es inferior a la densidad umbral, el procedimiento de realizacién de placas de andlisis
comprende una etapa suplementaria de ajuste de la densidad celular de la dispersion. Los medios de extraccion
extraen un volumen de una disolucion celular suplementaria del frasco de extraccién y la vierten a la camara de
decantacion 2 con el fin de afadir unas células a la dispersion celular después de la decantacion. El volumen
suplementario a extraer se calcula previamente, por ejemplo, mediante el sistema de tratamiento informatico, y se
regulan los medios de extraccion automatizados en consecuencia.

La informacién, segun la cual se ha efectuado un ajuste de la densidad, se registra mediante el sistema de
tratamiento informatico en relacion con la identidad de la placa de analisis 4 con el fin de permitir un seguimiento de
calidad de la extraccién celular.

El procedimiento y el dispositivo descritos anteriormente permiten obtener una medicién de la densidad fiable puesto
que se realiza directamente en la cdmara de decantacion 2 y no en el frasco de extraccion. Ademas, la medicion se
refiere sélo a las células pertinentes para el andlisis. La medicién permite asimismo asegurar un seguimiento de
calidad que permite editar un informe que menciona la baja densidad celular de la disolucién presente en el frasco
de extraccion y su correccién sobre la placa de analisis mediante enriquecimiento secundario.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de realizacion de una placa de andlisis celular (4) que comprende una dispersion celular a analizar
dispuesta sobre una placa de andlisis (4), comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes:

- extraer una disolucion celular a partir de un frasco de extraccion,

- disponer dicha disoluciéon extraida en una camara de decantaciéon (2) dispuesta por encima de la placa de
analisis (4),

- dejar decantar la disolucién con el fin de obtener la dispersion celular en la placa de analisis (4).

estando dicho procedimiento caracterizado porque comprende una etapa de medicién de la densidad celular de la
disolucion extraida, siendo dicha medicion realizada en la camara de decantacion (2).

2. Procedimiento de realizacién segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende una etapa de
comparacion de la densidad celular medida con una densidad umbral.

3. Procedimiento de realizacion segun la reivindicacion 2, caracterizado porque comprende una etapa de extraccion
de una disolucién celular suplementaria y de adicion de esta disolucién extraida a la cdmara de decantacién (2) si la
densidad celular medida es inferior a la densidad umbral.

4. Procedimiento de realizacion segun la reivindicacion 2 é 3, caracterizado porque la densidad umbral es
sustancialmente igual a 5.000 células por dispersion celular.

5. Procedimiento de realizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la densidad
celular se mide mediante difraccion de la luz 0 mediante recuento de las células sobre una superficie determinada.

6. Procedimiento de realizacién segun la reivindicacion 5, caracterizado porque la etapa de medicion de la densidad
celular comprende una etapa de iluminacién de la camara de decantacién (2).

7. Dispositivo de realizacién de una placa de analisis celular, que comprende por lo menos un frasco de extraccion
celular, una camara de decantacion (2) dispuesta en una placa de analisis (4), unos medios de extracciéon de una
disolucion celular a partir del frasco de extraccion y de introduccién de dicha disolucion a la camara de decantacion
(2), caracterizado porque comprende ademas unos medios de medicion de la densidad celular en la camara de
decantaciéon (2), de manera que se realiza una placa de andlisis (4) de acuerdo con un procedimiento segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Dispositivo segln la reivindicacién 7, caracterizado porque los medios de medicién de la densidad celular
comprenden unos medios de iluminaciéon de la camara de decantacién (2) y unos medios de medicion de la
difraccion de la luz o de recuento de células en una superficie determinada.

9. Dispositivo segun la reivindicacion 8, caracterizado porque los medios de medicién de la difraccion de la luz o de
recuento de células sobre una superficie determinada comprenden una cdmara de video (12).

10. Dispositivo segun la reivindicacion 9, caracterizado porque la camara de video esta soportada por un brazo mévil
(10), desplazandose dicho brazo (10) por encima de una pluralidad de camaras de decantacién (2) dispuestas por
encima de una pluralidad de placas de analisis (4).

11. Dispositivo segun la reivindicacion 10, caracterizado porque el brazo soporta ademas una fuente luminosa (14)
dispuesta en la parte extrema de una lamina metdlica elastica (16) fijada al brazo (10), constituyendo dicha fuente
luminosa unos medios de iluminacion lateral de la cdmara de decantacion (2).
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