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DESCRIPCION

Procedimiento de preparacion de un recipiente celular que consta de los medios de pre-andlisis de una muestra
tomada

[0001] La presente invencion se refiere a un procedimiento de preparacion para el andlisis de una suspension
celular tal y como se define en las reivindicaciones.

[0002] El procedimiento esta por ejemplo destinado a preparar una lamina de analisis celular en el contexto de
un reconocimiento o diagnostico médico a partir de muestras citolégicas, tales como frotis de cuello de Gtero u otras.

[0003] Las células recogidas se depositan en un frasco de muestras donde las células se hallan en solucién.
Se toma después una parte de la solucion celular y se deposita en un recipiente de andlisis para un analisis diagndstico
de la muestra. El documento W0O-2011/117523 describe por ejemplo tal arreglo de preparacion.

[0004] Sin embargo, el recipiente de analisis obtenido no siempre permite obtener un diagnéstico pertinente y
seguro, por ejemplo porque la muestra tomada no contiene suficientes células o porque las células interesantes para
un diagnéstico no se encuentran en esta muestra. El recipiente de analisis obtenido entonces es inutilizable.

[0005] En algunas aplicaciones como el frotis de reconocimiento del cancer de cuello de Utero, se realizan
extensiones celulares sobre laminas de analisis y cada elemento debe contener un nimero de células que satisfaga
la clasificacion de Bethesda, que es una clasificacion para estandarizar el resultado diagnéstico de los frotis. Asi, cada
extensiéon debe comprender mas de 5000 células.

[0006] En el documento FR-2 922 019, se divulga un procedimiento de medicién de la densidad celular que se
realiza en la camara de decantacion situada por encima de la lamina de andlisis. La densidad medida, por ejemplo
por difraccion de la luz, se compara a continuacion respecto a una densidad umbral correspondiente a la densidad
celular minima de extensidn sobre la lamina de analisis necesaria para realizar un diagndstico pertinente. Asi, si la
densidad medida es inferior a la densidad umbral, el procedimiento consta de una etapa adicional de ajuste de la
densidad celular de extension mediante el afiadido en la cAmara de decantacion de una cantidad mas importante de
suspension celular tomada en el frasco que la cantidad para realizar una segunda lamina de extensién representativa.

[0007] Sin embargo, este tipo de muestra en la cAmara de decantacion presenta el inconveniente de realizarse
después de un primer depdsito de células. Efectivamente, en caso de insuficiencia de células en la lamina de analisis,
es necesario extraer de nuevo de la suspensién celular para realizar una segunda extension. Asi pues, se trata de
realizar una etapa adicional completa de depdsito de células sobre lamina. Otros ejemplos de documentos del estado
de la técnica son: US2012/0142043, US2010/0163111, EP2535712, US2007/0041875 o US2010/0221772.

[0008] Uno de los objetivos de la invencién es el de paliar estos inconvenientes ofreciendo un procedimiento
de preparacion que permita ajustar la densidad celular y reducir el tiempo de preparacién de recipientes de analisis
para una sola etapa estandarizada, garantizando una calidad de estos contenidos que permita la obtencion de un
diagnostico fiable.

[0009] A este efecto, la invencidn tiene como objeto el procedimiento de analisis o de control pre-analitico de
preparacion de una suspension celular del tipo citado, en el que entre la etapa de extraccion y la etapa de depdsito, el
procedimiento comprende al menos una etapa de pre-analisis de la muestra tomada, siendo dicha etapa realizada por
un dispositivo de pre-andlisis dispuesto sobre la tuberia del dispositivo de pipeteo y distribucion.

[0010] Este procedimiento permite garantizar la calidad de los recipientes dando la informacion pre-analitica
de la suspensién celular de la toma hecha por el practico, es decir en el frasco. Analizando la muestra tomada, por
ejemplo para determinar si contiene suficientes células, antes de realizar el recipiente de analisis, se garantiza que la
muestra utilizada para realizar este recipiente es muy pertinente. Este pre-analisis se realiza en el dispositivo de
pipeteo y distribucion, lo que evita realizar una segunda extension de andlisis si el pre-analisis no es satisfactorio. Se
evita la realizacion de una segunda lamina mediante el dispositivo de pipeteo y distribucion y se garantiza la realizacién
de recipientes de andlisis aptos para ser analizados posteriormente de manera fiable en una etapa pre-analitica y no
post-analitica.

[0011] Segun otros aspectos de la invencion, el sistema comporta una o varias de las caracteristicas siguientes,
tomada(s) aisladamente o segun todas las combinaciones técnicamente posibles:

-la etapa de medicion de la densidad celular comprende ademas una etapa de comparacion de la densidad celular
medida en una densidad de referencia;

-si la densidad celular medida es inferior, respectivamente superior, a la densidad de referencia, la etapa comprende
ademas al menos las etapas siguientes:
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(f) extraccion de un volumen de la suspension celular superior a un volumen estandar, respectivamente inferior al
volumen estandar, por medio del dispositivo de pipeteo y distribucion para obtener extensiones de densidad
homogénea;

(g) establecimiento de una informacién relativa al volumen extraido para asegurar una trazabilidad de las etapas de
tratamiento de la muestra,

realizandose dichas etapas hasta que se alcance un umbral del nUmero de células extraidas que garanticen la
pertinencia del analisis;

-la densidad celular se mide emitiendo luz en la tuberia a través de la muestra y midiendo la atenuacion o la difraccion
de la luz que ha atravesado la muestra; y

el dispositivo de pipeteo y distribucion comprende al menos una aguja adaptada para tomar una muestra de la
suspension, extendiéndose la tuberia entre la aguja y los medios de aspiracién y expulsién, estando la etapa de
extraccion dispuesta para que al menos una parte de la muestra tomada pase a la tuberia junto al dispositivo de pre-
analisis.

[0012] La invencién se comprendera mejor a la luz de la siguiente descripcién facilitada a modo de ejemplo y
realizada haciendo referencia a los dibujos adjuntos en los que:

- la figura 1 es una vista en corte esquematico de una maquina de extraccién y analisis que comprende un aparato de
preparacion para el andlisis y

- la figura 2 es una vista en corte de un frasco durante una etapa de extraccién del procedimiento de preparacion en
al andlisis de una suspension celular segun la invencion.

[0013] En la descripcién, los términos «arriba» y «abajo» se definen con relacion a la relacion de circulacion de
un liquido detergente en la aguja, siendo el liquido expulsado en la aguja por medios de expulsion dispuestos en la
parte superior de la aguja. Como consecuencia, la dispensa de la aguja se hace segln una direccion de arriba a abajo,
mientras que la aspiracion se hace segin una direccion de abajo a arriba.

[0014] En lafig. 1, se ha representado un autémata 1 de preparacién y de andlisis de al menos un frasco 4 que
contiene una suspension celular 5 para analizar (Fig. 2), tal como por ejemplo una suspension citoldgica fijada. Las
suspensiones celulares 5 se obtienen mediante una puesta en suspension de tomas celulares obtenidas por ejemplo
durante una operacién de reconocimiento mediante frotis de cuello de Gtero o mediante otros tipos de muestras. La
forma en que la muestra se pone en suspension y en que las células se preservan es conocida y no se describira aqui
con detalle.

[0015] La maquina 1 comprende para lo esencial una bandeja de recepcion 6 de los frascos 4 y de camaras
de decantacion 10 dispuestas por encima de laminas de analisis en las que las extensiones celulares en capa delgada
deben realizarse a partir de las suspensiones celulares 5, mediante un dispositivo de pipeteo y distribucion 12, apto
para extraer muestras de suspensiones celulares 5 y para depositar estas muestras en las camaras de decantacion
10, pasando eventualmente por etapas de tratamiento intermedias.

[0016] En la medida en que el autdmata 1 y su funcionamiento se han descrito en el documento WO-
2011/117523, el autbmata no sera descrito con mas detalle aqui. El experto en la materia puede referirse a este
documento para conocer todas demas caracteristicas, detalles y variantes de realizacion. Se entiende que la maquina
se puede adaptar para realizar otros tipos de recipientes de analisis aparte de laminas de analisis. Por ejemplo, los
recipientes de analisis 22 de este sistema 20 de preparacion y de analisis pueden constar, segin el modo de analisis
elegido por el practico, de laminas de extension, de tubos de extraccidn o de fragmentacién y pozos de analisis o de
decantacion.

[0017] El dispositivo de pipeteo y distribuciéon 12, o incluso dispositivo de extraccion, se extiende por encima
de la bandeja de recepcion 6 y es apto para extraer, desplazar y verter o evacuar diversos productos liquidos, sobre
todo muestras de suspensiones celulares 5. Para hacer esto, el dispositivo de pipeteo y distribucién 12 comprende
una pluralidad de agujas 14, o pipetas, tubulares y huecas, desplazables entre los diferentes puestos de la maquina 1
mediante un brazo 16 y movil verticalmente para permitir bajar y levantar las agujas 14.

[0018] Cada aguja 14 se extiende entre un extremo superior 18 y uno inferior 20 en comunicacion fluidica el
uno con el otro.

[0019] Las operaciones de extraccion de muestras de una suspension celular 5 se hacen mediante aspiracion
por el extremo inferior 20 de la aguja 14 y las operaciones de vertido o evacuacion se hacen mediante aspiracion o
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dispensa, por este extremo inferior 20. Para ello, el extremo superior 18 de la aguja se comunica fluidicamente con
medios de aspiracion y de expulsion 22 dispuestos en la parte superior de la aguja 14 y ordenados para aspirar
productos y expulsarlos mediante el extremo inferior 20 de la aguja. Para ello. Los medios de aspiracion y de expulsién
22 estan unidos al extremo superior 18 de la aguja 14 mediante una tuberia 24, por ejemplo una tuberia ligera para
desplazar la aguja 14 respecto a los medios de aspiracion y de expulsion 22, como se representa en la fig. 2.

[0020] Los medios de aspiracion y de expulsiéon 22 son por ejemplo formados por una bomba de aspiracion-
expulsion clasica para este tipo de aplicacion. Alternativamente, los medios de aspiracion y de expulsion 22 podrian
estar formados por un sistema de pistén y/o de valvulas, u otro. Los medios de aspiracién y de expulsién 22 permiten
poner en marcha las etapas que implican el dispositivo de pipeteo y distribucién 12 en el funcionamiento del robot 1.
Un captador de nivel 25 esta previsto a la altura de la tuberia 24 entre el extremo superior de la aguja 14 y los medios
de aspiracion y expulsion 22 para determinar la presencia o no de productos en la tuberia 24.

[0021] El dispositivo de pipeteo y distribuciéon 12 incluye igualmente medios de pre-analisis 26 de la muestra
tomada por la aguja 14. Estos medios de pre-analisis 26 estan previstos en la tuberia 24, es decir en la parte superior
de la aguja 14 y en la parte inferior de los medios de aspiracion y de expulsion 22, por ejemplo cerca del extremo
superior 18 de la aguja 14.

[0022] Estos medios de pre-andlisis se adaptan para permitir un pre-andlisis de una muestra tomada
inmediatamente de la suspensién celular 5, como se representa en la fig. 2, o inmediatamente después de una etapa
de tratamiento de la muestra, tal como una etapa de marcaje celular. Por marcaje celular se entiende la introduccion
de un marcaje particular en la muestra o en la suspension celular o una etapa de coloraciéon de la muestra o de la
suspension celular. Este pre-andlisis consiste en una medida de la densidad celular de la muestra.

[0023] Los medios de pre-analisis 26 comprenden al menos medios de emision 28 de una sefial F, medios de
recepcion 30 de la sefial F que han atravesado la tuberia 24 y medios de analisis 32 de la sefial recibida por los medios
de recepcion 30. Los medios de emision 28 y los medios de recepcion 30 estan dispuestos a una y otra parte de la
tuberia 24 de manera que una sefial emitida por los medios de emision 28 sea recibida del otro lado de la tuberia 24
por los medios de recepcién 30 después de que la sefial F ha atravesado la tuberia 24 y su contenido.

[0024] Como ejemplo, los medios de emisién 28 y de recepcion 30 podrian preverse en un conector 34
dispuesto para fijar juntos la aguja 14 y la tuberia 24 o prepararse en una manga que envuelva la tuberia 24.

[0025] Para la medida de una densidad celular, los medios de emisién 28 son por ejemplo una fuente de luz,
tal como uno o varios diodos electroluminiscentes, laser (laser sintonizable, fuente de luz policromatica, etc.), dispuesta
para emitir una sefial luminosa, tal como un fotodiodo (APD, regleta CCD, camara CCD CMOS o espectometro), que
haya atravesado la tuberia.

[0026] Los medios de andlisis 32 son entonces por ejemplo, medios de medida de la absorcién de la sefial
luminosa recibida por los medios de recepcion 30 o medios de medida de la difraccion de la luz mediante células
presentes en la muestra pre-analizada. Tales métodos de medida de la densidad celular, mediante medicién de la
absorcion de la luz o de la difraccion, son conocidos y no se detallaran mas aqui.

[0027] La etapa de pre-analisis se realiza de la siguiente manera: la muestra tomada es aspirada en la tuberia
al menos hasta que pase junto a los medios de pre-analisis 26, lo que puede estar determinado gracias al captador
de nivel 24. Los medios de pre-analisis se activan entonces y la sefial recibida, modificada respecto a la sefial emitida
por su paso a través de la muestra, es transmitida a los medios de andlisis 32, que determina la densidad celular de
la muestra.

[0028] En el caso de la medida de la densidad celular en la muestra, los medios de analisis 32 comparan la
densidad medida con una densidad llamada de referencia. La densidad de referencia es la densidad celular necesaria
para obtener una densidad celular y un nimero de células pertinentes en el recipiente de analisis 22 para poder realizar
un diagnéstico.

[0029] Si, en un primer caso, la densidad celular medida es superior a la densidad de referencia, la aguja 14
extrae del frasco una cantidad de suspension celular inferior a la cantidad estandar, normalmente tomada cuando la
densidad celular corresponde a la densidad de referencia. Después, la aguja 14 se desplaza, a través del brazo
robotizado 16, por encima de un recipiente de analisis 10 o de otras partes de la maquina si se prevén las etapas de
tratamiento de la muestra. La muestra contenida en la tuberia 24 se vierte en el recipiente de analisis 10 donde se
trata, por ejemplo, en un pozo o tubo de recepcidn para técnica o andlisis complementario u otros.

[0030] Si, en un primer caso, la densidad celular medida es inferior a la densidad de referencia, la aguja 14
extrae del frasco una cantidad de suspension celular superior a la cantidad estandar de manera que aumente el
ndmero de células extraidas y llegue a un umbral que garantice la pertinencia del analisis.
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[0031] El aparato y el proceso de preparacion para el analisis de suspensién celular descritos antes, permiten
obtener directamente en los recipientes de analisis unas muestras celulares optimizadas para realizar un analisis
pertinente que lleve a una interpretacion del reconocimiento o del diagnéstico. La muestra se analiza inmediatamente
antes de su extraccién o antes de su tratamiento, lo que evita asi la realizacién de una segunda extension.

[0032] La determinaciéon de la densidad celular permite una caracterizacion pre-analitica de la suspension
celular y el establecimiento de una informaciéon sobre la cantidad de la suspension extraida para asegurar una
trazabilidad de las etapas de tratamiento de la muestra, para informar a la persona o los medios encargados del
analisis acerca de la representatividad de la muestra inicial.

[0033] Los medios de pre-andlisis 26 pueden utilizarse igualmente para asegurar una verificacién del correcto
funcionamiento de la maquina 1. En efecto, si la maquina esta dispuesta para realizar un tratamiento de la suspension
celular, por ejemplo una coloracion o un marcaje, es posible determinar si este tratamiento ha sido correctamente
realizado haciendo pasar una muestra salida de la suspension tratada mediante los medios de pre-analisis 26 y asi
verificar que las caracteristicas de la muestra obtenida a partir del tratamiento corresponden a las caracteristicas
esperadas como consecuencia de la operacion de tratamiento. Los medios de pre-analisis permiten por tanto un
seguimiento cualitativo de la maquina.

[0034] Ademas, el aparato se puede adaptar a una pluralidad de agujas, de manera que se puedan realizar
simultaneamente varios pre-andlisis, y por tanto en particular automatizar la preparacion y el analisis de una pluralidad
de suspensiones.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de preparacion para el andlisis de una suspension celular (5) que comprende al menos
las etapas sucesivas siguientes:

(a) extraccion de una muestra de la suspension celular (5) por medio de un dispositivo de pipeteo y distribucién (12),
comprendiendo dicho dispositivo de pipeteo y distribucion (12) al menos una tuberia (24);

(b) depdsito de la muestra presente en el dispositivo de pipeteo y distribucion (12) en un recipiente de analisis (10);

Dicho procedimiento entre la etapa de extraccion y la etapa de depdsito, comprende al menos una etapa de pre-
andlisis de la muestra extraida, siendo dicha etapa realizada por un dispositivo de pre-analisis (26) dispuesto en la
tuberia (24) del dispositivo de pipeteo y distribucién (12), caracterizado porque dicha etapa de pre-andlisis es una
etapa de medicién de la densidad celular de la muestra extraida.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la etapa de medicion de la densidad
celular comprende ademas una etapa de comparacion de la densidad celular medida en una densidad de referencia;

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, caracterizado porque , si la densidad celular medida es
inferior, respectivamente superior, a la densidad de referencia, la etapa comprende ademas al menos las etapas
siguientes:

(f) extraccion de un volumen de la suspension celular superior a un volumen estandar, respectivamente inferior al
volumen estandar, por medio del dispositivo de pipeteo y distribucion para obtener extensiones de densidad
homogénea;

(g) establecimiento de una informacion relativa al volumen extraido para asegurar una trazabilidad de las etapas de
tratamiento de la muestra,

realizdndose dichas etapas hasta que se alcance un umbral del nimero de células extraidas que garanticen la
pertinencia del analisis;

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones del a 3, caracterizado porque la densidad
celular se mide emitiendo luz en la tuberia a través de la muestra y midiendo la atenuacion o la difracciéon de la luz que
ha atravesado la muestra.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4, caracterizado por que el dispositivo
de pipeteo y distribuciéon 12 comprende al menos una aguja (14) adaptada para extraer una muestra de la suspension,
extendiéndose la tuberia (24) entre la aguja 14 y los medios de aspiracion y expulsion (22), estando dispuesta la etapa
(a) de extraccién para que al menos una parte de la muestra extraida pase a la tuberia (24) junto al dispositivo de pre-
andlisis (26).
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