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ES 2395335713

DESCRIPCION

Procedimiento y dispositivo para la caracterizacion de la dinamica de coagulacién o sedimentaciéon de un fluido tal
como la sangre o el plasma sanguineo

La invencidn se refiere a un procedimiento de caracterizacion de la dinamica de coagulacién o de sedimentacion de
un fluido tal como la sangre completa, una fraccién de sangre o el plasma sanguineo, asi como a un dispositivo para
aplicar dicho procedimiento.

La medicion del tiempo de coagulacion de la sangre presenta un gran interés médico. En efecto, los problemas de la
coagulaciéon pueden conllevar trastornos fisiolégicos importantes tales como hemorragias abundantes durante las
intervenciones médicas o heridas hemorragicas (tiempo demasiado largo) o tales como trombosis o0 embolias
(tiempos demasiado cortos). Numerosas enfermedades, patologias, tratamientos médicos, seguimientos
terapéuticos, necesitan un control mas o menos regular de este tiempo de coagulacién. A menudo esto se traduce
por una extraccion venosa que necesita la intervencion de un especialista. Esta extraccién después se analiza en un
laboratorio especializado donde se pueden realizar varios ensayos diferentes para medir el tiempo de coagulacion,
en funcion de la patologia o del tratamiento terapéutico del paciente que es objeto de analisis. Se pueden citar en
particular: el tiempo de Quick (Factor TQ), el tiempo de la cefalina activada (factor TCA), el tiempo de coagulacion
con caolin (TCC). Con frecuencia no son directamente los valores absolutos de estos tiempos de coagulacion los
que interesan a los técnicos clinicos, sino sus relaciones con testigos de tiempo de estos mismos ensayos realizados
en una muestra testigo formada a partir de una mezcla de una cincuentena de pacientes considerados normales.
Ademas, el tiempo de coagulacion medido depende del procedimiento fisico de caracterizacion del fenémeno de
coagulacion, de la forma de mezclar la muestra con el factor de coagulacion estudiado (tiempo de mezcla), asi como
de los reactivos usados para producir la reaccién. Por lo tanto, es habitual aplicar una correccién con el fin de
obtener un resultado independiente de estos factores. A modo de ejemplo, se pueden citar el INR (“International
Normalized Ratio”, es decir indice internacional normalizado) calculado a partir del tiempo de Quick dividido entre el
tiempo del testigo y elevado a la potencia ISI (indice de sensibilidad internacional) que da el fabricante del lote de
reactivos usado para llevar a cabo el ensayo.

Clasicamente, la medida del tiempo de coagulacidén sanguinea consta de las siguientes etapas.

En un primer momento se extrae sangre del paciente en un tubo que contiene un anticoagulante adaptado que
permite un retraso razonable entre el sitio de la extraccion y el sitio del andlisis (como minimo algunos minutos) sin
que la muestra coagule.

Después, se extrae el plasma de la muestra de sangre por centrifugacion y se mezcla en las proporciones
adecuadas con diferentes reactivos necesarios para inhibir el anticoagulante usado durante la extraccién de sangre
(por ejemplo, iones de calcio) y con los reactivos necesarios para producir la coagulacion (por ejemplo,
tromboplastina) segun el factor estudiado.

Finalmente, la medicién del tiempo de coagulacion propiamente dicho se realiza con ayuda de diferentes
equipamientos.

El documento US 4.252.536 describe un dispositivo y un procedimiento optico de medicion del tiempo de
coagulacién. Este dispositivo y este procedimiento se basan en la evolucién de la intensidad de una senal 6ptica
detectada, debida a la modificacion de la difusién en una muestra de plasma durante la formacién de un coagulo de
sangre.

El documento US 3.635.678 describe otro método usado actualmente, que consiste en introducir en la muestra de
plasma una bola magnética, que se pone en movimiento oscilatorio con ayuda de un iman o electroiman exterior. La
observacion del desplazamiento de la bola se realiza por via Optica. La mediciéon del tiempo que tarda la bola en
paralizarse en el plasma, inmovilizada por el coagulo que se forma, corresponde al tiempo de coagulacion.

Estos métodos no son convenientes para usar con sangre completa, que es demasiado opaca.
El documento US 6.352.630 describe un procedimiento electroquimico de medicion del tiempo de coagulacion. La
aplicacion de este procedimiento necesita un consumible que consta de electrodos en contacto con la muestra

bioldgica, un equipo que permite la reanudacién de los contactos eléctricos en el consumible, y la adicidn a dicha
muestra de agentes electroquimicos que permitan la medicién.
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El articulo de Yann Piederriere y col. “Evaluation of blood plasma coagulation dynamics by speckle analysis”
describe dos procedimientos de estudio de la dinamica de coagulacién de la sangre mediante analisis del granulado
(o manchas) laser.

Estos procedimientos se basan en la observacion del hecho de que las particulas (plaquetas, proteinas) en
suspension en el plasma difractan y difunden la luz; si se ilumina una muestra de plasma mediante un haz laser,
espacial y temporalmente coherente, se produce un patron de moteado (o de manchas, “speckle” en inglés). Debido
al movimiento browniano de las particulas, este patron varia con el tiempo, mientras el plasma permanece liquido, y
después se paraliza una vez que se ha formado el coagulo.

En el primer procedimiento descrito en el articulo citado antes, se registra la intensidad luminosa que corresponde a
un punto del patron de moteado en funcién del tiempo. La aplicacion de este procedimiento es bastante delicada: en
efecto, la transparencia del plasma disminuye en el transcurso del proceso de coagulacion; por lo tanto es necesario
aumentar la intensidad luminosa de la iluminaciéon a lo largo del tiempo, o iluminar la muestra suficientemente fuerte
durante todo el tiempo que dura la adquisicion, con el riesgo de saturar el detector. Ademas, como solo se considera
la intensidad luminosa en un punto, la sefial 6ptica es débil, lo que implica una relacién sefial-ruido que no es
satisfactoria, salvo que se utilice una intensidad luminosa de la iluminacion relativamente importante.

El segundo procedimiento descrito implica la adquisicion de una serie temporal de imagenes del patrén de moteado,
y la determinaciéon del contraste de cada imagen. Antes de la formacién del coagulo, el movimiento browniano de las
particulas en suspensién “nubla” las imagenes, y reduce su contraste; esto ultimo aumenta cuando el patrén de
moteado se paraliza debido a la coagulacién del plasma. Los propios autores declaran que este procedimiento no
permite una determinacion precisa del tiempo de coagulacion.

Todos los procedimientos descritos anteriormente utilizan plasma y no funcionan con sangre completa. Por lo tanto,
necesitan una etapa previa de fraccionamiento de la sangre que solo puede realizarse en un laboratorio
especializado.

La invencion tiene como objetivo superar al menos algunos de los inconvenientes de la técnica anterior. En
particular, el dispositivo y el procedimiento de la invencion permiten estudiar la dinamica de la coagulacion tanto en
sangre completa como en el plasma. Ademas, son sencillos y econdémicos de aplicar en el sitio de tratamiento, y
proporcionan resultados precisos.

Ademas, la invencion permite también estudiar la dinamica de sedimentacion de la sangre, que también tiene interés
médico.

Un objeto de la invencién es un procedimiento de caracterizacion de la dinamica de coagulacién o de sedimentacion
de un fluido tal como la sangre completa, una fraccion de sangre o el plasma sanguineo, que comprende:

- la iluminacion de una muestra de dicho fluido (ES) con un haz de luz coherente;

- la adquisicion de una serie temporal de imagenes de un patron de moteado generado por la interaccion entre dicha
muestra y dicho haz de luz espacialmente coherente; y

- el tratamiento de dicha serie temporal de imagenes;

caracterizado porque dicha etapa de tratamiento comprende:

- el célculo de una funcion (r) representativa de la variacion espacial de dicho patron de moteado entre dos o varias
imagenes de la serie; y
- el andlisis de la evolucion temporal de dicha funcién.

El procedimiento de la invencién se diferencia del conocido del articulo de Yann Piederriére y col. citado antes,
esencialmente por el tratamiento de las imagenes que aplica. En el procedimiento de la técnica anterior, cada
imagen de moteado se considera independientemente de las otras, y se trata de forma que proporcione un valor
numérico global (el contraste) que indica la fluidez de la muestra; la variacién temporal de estos valores numéricos
proporciona la informacién requerida de la dinamica de coagulacién. Al contrario, en el caso de la invencién, dos
imagenes sucesivas adquiridas en instantes diferentes, se analizan conjuntamente, pixel por pixel; solo después de
este andlisis conjunto se calcula una funcién, o un valor numérico, “global”, que indica el cambio del patron de
moteado entre dos puntos de tiempo de adquisicion de imagenes. Un analisis de la evolucién temporal de esta
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funcién proporciona una informacion sobre la dinamica de coagulacién o de sedimentacion del fluido.

Las pruebas realizadas por los autores de la invencion muestran que el procedimiento de tratamiento de datos
aplicado por la invencidn proporciona resultados mas precisos que los de la técnica anterior. Ademas, al contrario
que en esta ultima, sirve igualmente para el estudio de la coagulaciéon de la sangre completa, y no solo del plasma
(aunque las razones de esto no se entiendan bien).

Otro objeto de la invencién es un dispositivo para aplicar un procedimiento de caracterizacion de la dinamica de
coagulacién o de sedimentacion de un fluido, tal como el descrito antes, que comprende:

- un dispositivo microfluidico que presenta un conducto de fluido susceptible de recibir una muestra de dicho fluido y
que permite su iluminacion;

- un medio de iluminacién de dicha muestra por un haz de luz coherente;

- un sensor de imagenes dispuesto para la adquisiciéon de una serie temporal de imagenes de un patrén 6ptico de
moteado generado por la interaccidon entre dicha muestra y dicho haz de luz coherente; y

- un medio de tratamiento de dicha serie temporal de imagenes;

caracterizado porque dicho medio de tratamiento esta adaptado para calcular una funcién representativa de la
variacion de dicho patrén de moteado entre dos o varias imagenes de la serie y para analizar la evolucién temporal
de dicha funcion.

Diferentes modos de realizacion del procedimiento y del dispositivo de la invencién son objeto de las
reivindicaciones dependientes.

Otras caracteristicas, detalles y ventajas de la invencion saldran mediante la lectura de la descripcion hecha con
referencia a las figuras adjuntas, dadas a modo de ejemplo y que representan, respectivamente:

- Figura 1, una imagen de moteado de una muestra de sangre completa;

- Figuras 2A y 2B, una camara microfluidica usada como portaobjetos;

- Figuras 3A y 3B, esquemas que corresponden a dos modos de realizacién de un dispositivo de acuerdo con la
invencion;

- Figuras 4A y 4B, respectivamente, una curva de correlacion obtenida por un procedimiento de acuerdo con la
invencién y que trabaja con sangre completa, y su derivada;

- Figuras 5A y 5B, respectivamente, una curva de correlacién obtenida por un procedimiento de acuerdo con la
invencion y que trabaja con plasma, y su derivada;

- Figuras 6A y 6B, graficas que permiten comparar los resultados obtenidos aplicando la técnica de la invencion, con
los proporcionados por un procedimiento convencional de medicion del tiempo de Quick (6A) y del INR (6B);

- Figura 7, una grafica que muestra la pequefa influencia del hematocrito en los resultados obtenidos aplicando la
técnica de la invencion;

- Figura 8, una grafica que muestra la variacion de la correlaciéon obtenida por un procedimiento de acuerdo con un
modo de realizacion de la invencién a través de una muestra de sangre y provocada por la sedimentacion de las
células; y

- Figuras 9A, 9B, 9C y 10A, 10B, 10C, gréaficas que permiten comparar el procedimiento de la invencién y el descrito
por el articulo citado antes de Yann Piederriére y col.

Como es bien sabido en optica, un objeto difusor o una superficie rugosa sometida a un rayo laser (0 mas
habitualmente a un rayo espacial y temporalmente coherente) forma una imagen de granulado debido a los efectos
de la difraccion generada por la rugosidad o los centros de difusion, y de las interferencias entre los patrones de
difraccién individuales. Este efecto se conoce con el nombre de moteado o manchas, o “speckle” en inglés.

La figura 1 representa la imagen de moteado de una muestra de sangre total, en la que las células (leucocitos y
eritrocitos) y las otras particulas en suspension en el plasma (plaquetas, proteinas grandes) actian como centros de
difusion de la luz.

Las particulas en suspensidon en una muestra de sangre tienen un movimiento incesante; por lo tanto, la imagen de
moteado evoluciona con el transcurso del tiempo, hasta que se paraliza cuando la sangre esté totalmente coagulada
y forma un coagulo sélido. Es este efecto el que, de acuerdo con la invencién, permite medir el tiempo de
coagulacion.
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Como muestran las figuras 2A a 3B, un dispositivo para aplicar el procedimiento de la invenciéon comprende una
camara microfluidica (CMF), al menos parcialmente transparente, una fuente de iluminacién de luz espacial y
temporalmente coherente, tal como un laser semiconductor o de helio-nedn (L) y una camara (C). La referencia (M)
indica un espejo usado para dirigir el haz laser hacia la camara fluidica.

De acuerdo con el modo de realizacion de ejemplo de la invencion, la camara microfluidica utilizada esta compuesta
de 2 laminas de vidrio separadas por espaciadores y mantenidas a una distancia mutua de 160 um. Se pone
previamente en el banco de medicion.

Se afiade una cantidad de 10 pl de sangre total a 20 ul de Néoplastine® (mezcla de tromboplastina y cloruro de
calcio, fabricado por STAGO diagnostics).

La disolucidon se homogeneiza por aspiraciones y descargas sucesivas de esta mezcla en una micropipeta y se
disponen 20 pl a la entrada de la camara microfluidica que se llena por simple migracion capilar, como se representa
en las figuras 2A y 2B, en las que la referencia (ES) indica la muestra constituida por la sangre y los reactivos.

La medicion se produce en el momento en el que los reactivos se ponen en contacto. Por lo tanto, existe un retraso,
tipicamente de una decena o algunas decenas de segundos, entre el inicio de la medicion y el momento en el que se
podran visualizar en realidad imagenes que corresponden al llenado de la camara y después a la coagulacién. El
momento inicial de la medicién se toma en el momento de la mezcla.

Las dimensiones del dispositivo microfluidico (CMF) y los volumenes de sangre y de reactivos dados antes solo son
indicativos, y no constituyen en absoluto limitaciones de la invencion. Mas en general, en el caso de sangre
completa, el conducto microfluidico definido por la camara (CMF) podra tener un espesor que va desde algunas
decenas de micrémetros a 1 mm aproximadamente. Si el espesor es demasiado fino, no habra suficientes particulas
en el trayecto del haz luminoso, y el contraste de la imagen de moteado sera insuficiente; si el espesor es
demasiado importante, la absorcién de luz por la sangre dara una imagen demasiado oscura para poder ser usada.

La figura 3A ilustra de forma esquematica un primer modo de realizacién de la invenciéon, en el que la camara
microfluidica (CMF) es totalmente transparente, constituida, por ejemplo, por dos l&dminas de vidrio, y la medicion se
realiza por transmision. Para hacer esto, el haz luminoso de iluminacién de luz coherente incide sobre la camara
(CMF) por un primer lado de esta ultima, y la camara (C) esta dispuesta en el lado opuesto. Hay que indicar que la
camara (C) esta desplazada con respecto a la trayectoria del haz luminoso en ausencia de difusion/difraccion, con el
fin de evitar el deslumbramiento.

Como se ha mencionado anteriormente, la fuente de luz (L) puede ser tipicamente un laser de helio-neén o
semiconductor. La longitud de onda del rayo es ventajosamente aproximadamente 650-690 nm, con el fin de permitir
una buena penetracién en la sangre. La potencia de la iluminacién estd comprendida entre 100 uW y varios mW, o
decenas de mW pueden ser suficientes.

El espesor de la camara microfluidica (CMF) puede estar comprendido en general entre 20 y 1000 um, y
preferiblemente entre 30 um y 300 pm.

La superficie del haz luminoso que incide en la camara microfluidica puede estar comprendida preferiblemente entre
aproximadamente 10 pmz y varios mm?, ajustandose las dimensiones de la camara microfluidica en concordancia
con esto.

La camara (C) esta constituida esencialmente por un sensor de imagenes, de tipo matriz de CCD o sensor de
imagenes con tecnologia CMOS, dispuesto a una distancia de varios centimetros o decenas de centimetros de la
camara microfluidica (dicha distancia de propagacion es necesaria para la formaciéon de una imagen de moteado),
sin sistema de focalizacion. El muestreo puede ser modesto: se ha usado un sensor de 30x30 pixeles con resultados
satisfactorios. En concreto, puede tratarse de una camara de tipo “webcam” sin su lente, incluso sin el sistema 6ptico
de un ratén laser de ordenador.

La cadencia de adquisicion de las imagenes no tiene que ser particularmente alta: una cadencia de 0,5 Hz ha
mostrado ser suficiente para estudiar la dinamica de coagulacion de la sangre. Una cadencia demasiado alta es
inutil: el intervalo temporal que separa dos imagenes sucesivas debe ser al menos igual al tiempo caracteristico de
variacion de la imagen de moteado.
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El tiempo de adquisicién de cada imagen puede ser ventajosamente de 50 ms, incluso menos si la intensidad
luminosa es suficiente. Un tiempo de adquisicion demasiado largo conduce a una disminucion del contraste de las
manchas, puesto que entonces el movimiento de las particulas en suspension puede ser suficientemente rapido
para hacer la imagen borrosa.

La figura 3B ilustra esquematicamente un segundo modo de realizacién de la invencién, en el que la camara
microfluidica (CMF) esta constituida por una lamina superior transparente y un sustrato reflectante (SR), por ejemplo
de silicio. En este caso, el haz laser atraviesa la ldmina transparente y la muestra, y después es parcialmente
reflejada por el sustrato (SR), atraviesa de nuevo la muestra y después la sefial es detectada por la cadmara (C)
situada del mismo lado de la muestra que el laser (L). Esta configuraciéon puede ser interesante si, por ejemplo, es
necesario agitar o calentar la muestra mediante un médulo puesto debajo de la camara microfluidica. También
puede permitir la integracion de un dispositivo de acuerdo con la invencién en un chip microfluidico hecho de silicio,
plastico, vidrio. Dicho chip microfluidico puede constar de medios de alimentacién, una zona de mezcla con los
reactivos, liquidos o secos, previamente dispuestos en la camara microfluidica, una zona que permite la
homogeneizacion de la mezcla mediante perturbaciones opcionalmente externas (agitador acustico), seguida de una
zona de analisis. Los reactivos usados pueden estar secos, por ejemplo, liofilizados. Igualmente, la zona de analisis
puede estar situada al nivel de la zona de mezcla con los reactivos secos. El medio de alimentacién puede ser
directamente una aguja de extraccion, realizandose entonces la aspiracion de la sangre por capilaridad o por
aspiracion. Puede haber medios de calentamiento y de control de la temperatura en contacto o cerca de la camara
microfluidica.

En este segundo modo de realizacion de la invencion, el grosor del conducto microfluidico podra ser la mitad que el
del primer modo de realizacién, para dar un camino 6ptico en la muestra que tenga la misma longitud.

Cualquiera que sea el modo de realizacion elegido, las imagenes adquiridas por la camara (C) son digitalizadas y
transmitidas, en diferido o en tiempo real, a un medio de tratamiento de datos (MT), que tipicamente puede ser un
ordenador portatil o de sobremesa equipado con un software adecuado, o un componente de tipo DSP (procesador
digital de sefales) que permite tratar directamente las imagenes, pudiendo estar igualmente los medios de
tratamiento directamente integrados en el chip de silicio de toma de imagenes.

Como se ha discutido antes, la etapa esencial del tratamiento de imagenes de acuerdo con la invencién, esta
representada por el calculo de una funcién representativa de la variacién espacial de dicho patrén de moteado entre
dos o varias imagenes adquiridas en instantes diferentes.

Se pueden considerar varias funciones de este tipo.

Una primera posibilidad consiste en calcular, pixel por pixel, la diferencia de intensidad entre dos imagenes

sucesivas, y sumar los valores absolutos de estas diferencias entre dos imagenes para dar un valor de la variaciéon
entre dos imagenes sucesivas:

N
fi =2 i il

i=l
en el que:
- N es el numero total de pixeles;
- xi (con i = 1-N) son los valores de la intensidad de los pixeles de una imagen;
- yi son los valores de intensidad de los pixeles de la imagen precedente o siguiente x.
De acuerdo con una variante, se puede calcular:

= il’* "-"'-lz

in}

Una segunda posibilidad consiste en realizar un calculo del factor de correlaciéon r entre dos imagenes sucesivas
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para dar un valor de la variacion entre esas dos imagenes:

3 G —27 x 0, - 97

N - N -
> = xPx D (- y)

im] =l

fi=r=

en el que:

- N es el numero total de pixeles;
- Xj (con i = 1-N) son los valores de la intensidad de los pixeles de una imagen;
- X es el valor medio de intensidad para la imagen x:

- 1N
X=—) X; .,

- yi son los valores de intensidad de los pixeles de la imagen precedente o siguiente x; y
-y es el valor medio de intensidad para la imagen y:

M=z

- 1
}"ﬁ Yi-

-

El denominador usado en el célculo de la funcion f, es opcional. Sin embargo es util en cuanto que permite
neutralizar el efecto de variaciones de luminosidad de las imagenes.

De forma mas general, se puede usar cualquier funciéon que permita medir el grado de similitud entre dos imagenes.

La figura 4A muestra la grafica de una curva que representa el valor del coeficiente de correlacion r en funcion del
tiempo t (en segundos), obtenido en las condiciones experimentales descritas antes. La cadencia de adquisicion es
de 1 Hz y el tiempo de adquisicion de 50 ms.

En la curva se pueden distinguir 4 fases.

Inicialmente (fase P4) la cdmara microfluidica (CMF) esta vacia. No hay variacion del moteado y el factor de
correlacion r es cercano a 1 (valdria exactamente 1 si no hubiera ruido, tanto electrénico como 6ptico).

Después, la sangre se introduce en la camara microfluidica, y el factor de correlacion disminuye bruscamente.

Durante la segunda fase Py, previa a la coagulacion propiamente dicha, el factor de correlaciéon sigue siendo muy
bajo. Efectivamente, entre una imagen y la siguiente, el patron de moteado cambia significativamente debido al
movimiento de las particulas en suspension en el plasma sanguineo. Es interesante recordar que durante esta fase
se produce una cascada de reacciones que preparan la coagulacion.

La coagulacion propiamente dicha, en el transcurso de la cual las células de sangre se ralentizan e incluso detienen
su desplazamiento, se produce durante la tercera fase, P3, en la que aumenta el factor de correlacion rapidamente.
Cuando el factor de coagulacién usado es la tromboplastina, se habla del tiempo de Quick.

El tiempo de coagulacion TC se define, de forma convencional, como el instante para el que la curva r(t) presenta un

punto de inflexion Pl (el tiempo de Quick TQ corresponde al tiempo de coagulacion TC cuando el factor de
coagulacién es la tromboplastina). Durante la cuarta y ultima fase P4, el coeficiente de correlacién r practicamente ya
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no evoluciona, lo que indica que se ha formado un coagulo que paraliza las particulas en suspension y, por
consiguiente, el patrén de moteado, De hecho, el suero presente todavia permite una cierta agitacion de las células,
y por esto el coeficiente de correlaciéon no es estrictamente igual a 1.

El punto de inflexion Pl se puede determinar identificando un maximo local de la derivada temporal de r(t), como se
ilustra en la figura 4B.

El procedimiento de la invencion se ha repetido 20 veces con sangre de un mismo donante sano, para probar la
repetibilidad. El tiempo de coagulacion medio medido fue de 34 s con una desviacion tipica de 1,5 s que
corresponde a un coeficiente de variaciéon de 4,5 %, lo cual es muy satisfactorio teniendo en cuenta que la activacion
de la medicion se ha hecho de forma manual.

Los rendimientos de la técnica se han evaluado en una gama de mediciones representativas de la realidad de la
variabilidad entre individuos, reuniendo estos ultimos donantes sanos y donantes enfermos. Esta evaluacion
realizada en una base de 66 pacientes, se ha desarrollado en los centros de Hospices Civils de Lyon (HCL). La
técnica de medicion de la invencion se ha comparado con una técnica clasica por medicidn de la transmision optica
del plasma, aplicada en este laboratorio de analisis hospitalario.

La siguiente tabla resume las caracteristicas de las dos técnicas:

Referencia (HCL) Invencion

Sistema de medicién Analizador MDA, sociedad Trinity Biotech : Correlacion de imagenes de
medicion de la transmitancia optica moteado laser

Muestra 10 ul de plasma extraido en un tubo de 5 ml | 10 pul de sangre total citrada
de sangre citrada centrifugada

Temperatura 37 °C Ambiente

Repeticion de mediciones 1 3

Intervalo de tiempo 10s-60s 25s-150s

Duracion del analisis 20 min de centrifugacion + 20 min en el | 7 min
analizador = 40 min

Coeficiente de variacion <5% <10 %

25

30

35

40

45

Las figuras 5A y 5B corresponden a las figuras 4A y 4B, respectivamente, pero se refieren a una medicion realizada
para el plasma sanguineo. El grosor del conducto de fluido es de 50 um en los dos casos. Se puede constatar que el
procedimiento de la invencién da resultados satisfactorios incluso en este caso; sin embargo, la variacién del
coeficiente de correlacion es menor debido a la densidad de los difusores que es menor en el plasma (en este caso
se trata esencialmente de plaquetas y proteinas) que en el caso de la sangre completa (en la que la domina la
contribucion de las células).

La figura 6A muestra la recta de correlacién para el tiempo de Quick medido por el método de la invencién TQwy y el
mismo tiempo medido por el procedimiento de referencia TQncL. Se puede verificar que si los valores absolutos de
los tiempos no coinciden, presentan un coeficiente de regresién muy bueno con respecto a la recta de correlacion
(coeficiente de regresion R? superior a 0,94). La correlacion seria todavia mejor si no se tuvieran en cuenta las dos
muestras con TQucL > 40 s, que corresponden a situaciones de urgencia médica en las que no se ha previsto el uso
del dispositivo y el procedimiento de la invencion.

Como se ha explicado antes, lo que interesa a los técnicos clinicos no es tanto el tiempo de coagulacién como tal,
sino sobre todo los parametros normalizados tales como el INR definido por la siguiente féormula:

INR=(TQ/TQg)"™

en la que:
- TQ es el tiempo de coagulacion (tiempo de Quick) de la muestra considerada;

- TQr es un tiempo de referencia que corresponde al tiempo de Quick de una muestra de referencia, en el caso aqui
considerado TQr = 12 s para el procedimiento de HCL, TQr = 34 s para el método de la invencion;
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- ISI es un factor de correccidon que depende de los reactivos usados para producir la coagulacién; en el caso aqui
considerado ISI = 1,3 para los dos métodos.

La figura 6B muestra la recta de correlacion para el INR obtenido por el método de referencia (INRucL, eje de
abscisas) y con el método de la invencion (INRiny, eje de ordenadas). Se puede ver que la correlacién es muy buena
(coeficiente de regresion = 0,93) y la pendiente de la recta es cercana a 1.

El procedimiento de la invencion se ha ensayado con muestras de sangre completa, lo cual es ventajoso por las
razones mencionadas antes. Sin embargo, plantea el problema de la posible influencia de las tasas de hematocritos
de las muestras en el tiempo de correlacion medido.

Para estudiar este efecto, las muestras de sangre completa se han subdividido en cuatro familias en funcién de su
tasa de hematocritos;

F1: hematocritos inferiores a 31 %

F2: hematocritos comprendidos entre 31 % y 36 %

F3: hematocritos comprendidos entre 36 % y 40 %

F4: hematocritos superiores a 40 %

y las rectas de correlacién TQinv/TQucL correspondientes se han trazado en la figura 7.

Las pendientes de las rectas de correlacion de las diferentes familias estan proximas, con una desviacién maxima
del orden de 10 %, lo que confirma que no hay una influencia significativa de la tasa de hematocritos en la medicion
del tiempo de coagulaciéon por el procedimiento de la invencién.

En ausencia de reactivos que permitan producir el fenémeno de la coagulacién, por ejemplo en una medicion del
tiempo de coagulacion natural, se puede producir un fenémeno de sedimentacion de las células sanguineas por el
efecto de su propio peso. Este efecto conduce igualmente, como la coagulacién, a un aumento del coeficiente de
correlacion entre imagenes de patrones de moteado, como se muestra en la figura 8.

La velocidad de sedimentacion esta ligada a un gran nimero de parametros de la sangre tales como el niumero de
eritrocitos, su volumen, la tasa de determinadas proteinas, la viscosidad de la sangre, etc. Este parametro no es
directamente especifico de una enfermedad, sino que es un elemento de orientacion del diagndstico.

Como se ha explicado antes, la coagulacion de la sangre va acompafiada de una disminucién de la transmision
Optica de la muestra y por lo tanto de la intensidad luminosa media registrada por la camara. Al contrario, la
sedimentacion no implica una variacion significativa de la transmision éptica de la muestra. Por lo tanto, una medida
conjunta del coeficiente de correlacién y de la intensidad luminosa media permite diferenciar los dos fenédmenos.

Las figuras 9A, 9B y 9C muestran la variacion en el tiempo del coeficiente de correlacion de las imagenes de
moteado, medido de acuerdo con la invencion, para tres muestras de sangre completa procedentes de tres
pacientes diferentes. Los tiempos de coagulacién TQ medidos son respectivamente 33,3 s, 51,3sy 75,3 s.

Las figuras 10A, 10B y 10C muestran la variacion en el tiempo del contraste C de las imagenes de moteado. El
contraste se define como en el articulo previamente citado de Y. Piederriére.

Se puede ver que el contraste C cambia rapidamente en un periodo mucho mas corto que TQ, y ademas presenta
una “cola” de variacién muy lenta que no permite determinar de forma precisa el tiempo de coagulacién. Por lo tanto,
la comparacion de estos dos grupos de figuras pone de manifiesto la ventaja que proporciona el procedimiento de la
invencion.

En particular, cuando las mediciones permiten la determinacién del tiempo de coagulacién natural (sin agente de
coagulacioén), se puede limitar el efecto de la sedimentacién poniendo la camara microfluidica en un medio de
agitacion, por ejemplo, una platina que genera ondas acusticas.

La invencion se ha descrito de forma mas particular en su aplicacién al estudio de fendmenos de coagulacion y/o de
sedimentacion de la sangre completa. Sin embargo, puede permitir el estudio de dinamicas de coagulacion,
sedimentacion o secado de otros fluidos o suspensiones.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de caracterizacion de la dindmica de coagulacion o de sedimentacion de un fluido tal
como la sangre completa, una fraccién de sangre o el plasma sanguineo, que comprende:

- la iluminacién de una muestra de dicho fluido (ES) con un haz de luz coherente;

- la adquisicién de una serie temporal de imagenes de un patron de moteado generado por la interaccion entre
dicha muestra y dicho haz de luz espacialmente coherente; y

- el tratamiento de dicha serie temporal de imagenes; caracterizado porque dicha etapa de tratamiento
comprende:

- el calculo de una funcién (r) representativa de la variacion espacial de dicho patrén de moteado entre dos o
varias imagenes de la serie; y

- el andlisis de la evolucién temporal de dicha funcién.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha etapa de tratamiento comprende la
determinacion de un tiempo de coagulacion o de sedimentacién por analisis de la evolucién temporal de dicha
funcién (r) representativa de la variacién de dicho patrén de moteado entre dos o varias imagenes de la serie.

3. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha
fraccion (r) representativa de la variacion espacial de dicho patron de moteado entre dos o varias imagenes de la
serie, es una funcion de correlacion (r) entre parejas de imagenes sucesivas.

4. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 2 y 3, en el que dicha etapa de tratamiento
comprende la identificacion de un punto de inflexion (Pl) de una curva representativa de la evolucién temporal de
dicha funcién de correlacion.

5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende
también la determinacion de la variacion temporal de la transmision Optica de dicha muestra, y su uso para
discriminar una dindmica de coagulacion de una dinamica de sedimentacion.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la variacion temporal de la transmision
optica de dicha muestra se determina a partir de dicha serie temporal de imagenes.

7. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichas
imagenes son adquiridas con una cadencia superior o igual a 0,5 Hz.

8. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la muestra
esta constituida por sangre completa mezclada con reactivos, estando comprendida la longitud del camino 6ptico de
dicho haz luminoso espacialmente coherente a través de dicha muestra, entre 20 y 1000 pum.

9. Dispositivo para aplicar un procedimiento de caracterizacion de la dinamica de coagulacién o de
sedimentacién de un fluido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende:

- un dispositivo microfluidico (CMF) que presenta un conducto de fluido susceptible de recibir una muestra de dicho
fluido (ES) y que permite su iluminacion;

- un medio de iluminacién (L) de dicha muestra por un haz de luz espacialmente coherente;

- un sensor de imagenes (C) dispuesto para permitir la adquisicion de una serie temporal de imagenes de un patrén
Optico de moteado generado por la interaccion entre dicha muestra y dicho haz de luz coherente; y

- un medio de tratamiento (MT) de dicha serie temporal de imagenes;

caracterizado porque dicho medio de tratamiento esta adaptado para calcular una funcién representativa de la
variacion de dicho patron de moteado entre dos o varias imagenes de la serie y para analizar la evolucién temporal
de dicha funcion.

10. Dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que dicho sensor de imagenes esta desviado con
respecto a la trayectoria directa de dicho haz de luz espacialmente coherente de forma que no deslumbre.

11. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 y 10, en el que dicho sensor de
imagenes esta desprovisto de lentes.
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12. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que dicho medio de
iluminacion y dicho sensor de imagenes estan dispuestos en los lados opuestos del conducto de fluido que es
transparente, de modo que dichas imagenes son adquiridas por transmision.

13. Dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que dicho conducto de fluido tiene un grosor
comprendido entre 20 y 1000 um, y preferiblemente entre 30 um y 300 pm.

14. Dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que dicho medio de

10 iluminacion y dicho sensor de imagenes estan dispuestos del mismo lado del conducto de fluido, proporcionandose
un elemento reflectante (SR) del lado opuesto a este ultimo, de modo que dichas imagenes son adquiridas por
reflexion.

15. Dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que dicho conducto fluido tiene un grosor
15 comprendido entre 25 y 500 um, y preferiblemente entre 50 umy 150 um.
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FIG.1
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FIG.3B

FIG.3A
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