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DESCRIPCION
Sistema de analisis 6ptico del volumen corpuscular medio de glébulos rojos
Referencias cruzadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de patente de EE.UU. n.° 61/778.051 presentada
el martes, 12 de marzo de 2013.

Introduccién

Los reactivos diluyentes tienen amplias aplicaciones en los analisis de hematologia y sirven, por ejemplo, como
reactivos diluyentes en la preparacién de muestras de sangre para el andlisis de glébulos rojos (GR), plaguetas (PLT)
y/o reticulocitos (RETC). Las soluciones diluyentes también sirven como, por ejemplo, soluciones de revestimiento,
soluciones de enjuague, soluciones de mantenimiento que evitan el secado o la precipitaciéon de sal en la
instrumentacion, y similares. Como tales, los reactivos diluyentes para su uso con analizadores de hematologia son,
con mucho, uno de los reactivos consumibles mas grandes en el campo de la hematologia.

En las configuraciones actuales, debido a las tasas de consumo, las soluciones diluyentes generalmente se almacenan
en envases grandes que son pesados y dificiles de manipular. En algunos casos, por ejemplo, se utilizan envases de
20 litros para almacenar reactivos diluyentes. Dichos envases son grandes y pesados, y presentan problemas
ergonémicos para quienes trabajan con ellos. Ademas, estos envases pesados son caros de transportar y ocupan
grandes cantidades de espacio de almacenamiento. Por consiguiente, existe una clara necesidad de reactivos
diluyentes més concentrados que eliminen, o al menos reduzcan la magnitud de estos problemas.

La presente invencién aborda estas y otras necesidades.

El documento US 2004/018629 A1l divulga un analizador para realizar un andlisis 6ptico de eritrocitos en una muestra
de sangre completa. Se afiade un reactivo diluyente a la muestra. Los volimenes de particulas contados como
eritrocitos se calculan en funcién de la intensidad de luz dispersa hacia adelante y se totalizan. El volumen medio de
glébulos rojos se calcula dividiendo el valor total por el nUmero de particulas.

Sumario

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un sistema de acuerdo con la reivindicacion 1 para realizar un
andlisis optico del volumen corpuscular medio (VCM) de glébulos sanguineos en una muestra de sangre completa. El
sistema se puede utilizar para preservar la morfologia e integridad de los glébulos sanguineos, asi como proporcionar
integridad de la muestra y claridad Optica para facilitar el andlisis dptico de las muestras de sangre. Los reactivos
incluyen un tampdn organico sin fosfato y un tensioactivo de esfericidad. El pH y la osmolalidad de los reactivos se
ajustan a los intervalos deseados. Ademas, los reactivos se pueden simplemente diluir con agua desionizada antes
de su uso.

En algunas realizaciones, el tamp6n orgéanico sin fosfato es MES, MOPS, HEPES o imidazol. En algunas realizaciones,
la concentracion del tampdn orgéanico sin fosfato en el reactivo es al menos aproximadamente un 0,5 %. En algunas
realizaciones, la concentracion del tampdn orgénico sin fosfato en el reactivo varia de aproximadamente un 0,5 % a
aproximadamente un 20 %. En algunas realizaciones, la concentracion del tampdn organico sin fosfato en el reactivo
es al menos aproximadamente 50 mM. En algunas realizaciones, la concentracion del tampdn organico sin fosfato en
el reactivo varia de aproximadamente 50 a aproximadamente 1.500 mM. En algunas realizaciones, el tensioactivo de
esfericidad es maltosido. En algunas realizaciones, la concentracion del tensioactivo de esfericidad es al menos
aproximadamente un 0,0002 %. En algunas realizaciones, la concentracion del tensioactivo de esfericidad varia de
aproximadamente un 0,0002 % a aproximadamente un 2,0 %. En algunas realizaciones, la concentracion del
tensioactivo de esfericidad es al menos aproximadamente 5 mg/l. En algunas realizaciones, la concentracion del
tensioactivo de esfericidad varia de aproximadamente 5 a aproximadamente 1.000 mg/l. En algunas realizaciones, el
componente de ajuste de osmolalidad es cloruro de sodio, cloruro de potasio o una mezcla de los mismos. En algunas
realizaciones, la concentracion del componente de ajuste de osmolalidad es al menos aproximadamente un 0,25 %.
En algunas realizaciones, la concentracion del componente de ajuste de osmolalidad varia de aproximadamente un
0,25 % a aproximadamente un 25 %. En algunas realizaciones, el reactivo comprende ademas un agente
antimicrobiano. En algunas realizaciones, la concentracion del agente antimicrobiano es al menos aproximadamente
un 0,2 %. En algunas realizaciones, la concentracion del agente antimicrobiano varia de aproximadamente un 0,02 %
a aproximadamente un 0,1 %. En algunas realizaciones, el pH del reactivo varia de aproximadamente 6,0 a
aproximadamente 8,0 unidades de pH. En algunas realizaciones, la osmolalidad de una solucidon de concentracion 1X
del reactivo varia de aproximadamente 250 a aproximadamente 350 mOsm. En algunas realizaciones, la pluralidad
de detectores incluye uno o més tubos fotomultiplicadores y/o fotodiodos de avalancha (FDA). En algunas
realizaciones, la fuente de excitacién es un laser.

En algunas realizaciones, los sistemas en cuestién incluyen ademas un subsistema para diluir el reactivo. En algunas
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realizaciones, el subsistema esta configurado para mezclar el reactivo diluido con la muestra de sangre. En algunas
realizaciones, el subsistema esta configurado para incubar la muestra de sangre con el reactivo durante un periodo
de tiempo que varia de aproximadamente 1 a aproximadamente 30 segundos. En algunas realizaciones, el subsistema
esta configurado para incubar la muestra de sangre con el reactivo diluido a una temperatura que varia de
aproximadamente 15 °C a aproximadamente 50 °C. En algunas realizaciones, el subsistema esta configurado para
incubar la muestra de sangre con el reactivo diluido a temperatura ambiente.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos para realizar un analisis 6ptico del volumen
corpuscular medio (VCM) con un analizador de hematologia automatizado, incluyendo el método: (a) diluir una muestra
de sangre completa con una solucion de trabajo de concentracion IX de un reactivo de andlisis hematoldgico, en donde
el reactivo de analisis hematolégico comprende: un tampdn organico sin fosfato; un tensioactivo de esfericidad; y un
componente de ajuste de osmolalidad, en donde el reactivo de hematologia tiene suficiente claridad 6ptica para facilitar
el andlisis 6ptico de la muestra; (b) administrar la muestra incubada de la etapa (a) a una cubeta de lectura del
analizador de hematologia; (c) excitar la muestra incubada de la etapa (b) con una fuente de excitacion a medida que
la muestra atraviesa la cubeta de lectura; (d) recoger una pluralidad de sefiales de dispersion de luz de la muestra
excitada; y (e) analizar las sefales recogidas en la etapa (d) para determinar el VCM de la muestra. En algunas
realizaciones, los métodos en cuestiéon implican realizar un analisis completo de la muestra de sangre, tal como, por
ejemplo, un analisis del VCM, sin el uso de equipos de medicion de impedencia eléctrica.

En algunas realizaciones, el tamp6n orgéanico sin fosfato es MES, MOPS, HEPES o imidazol. En algunas realizaciones,
la concentracion del tampon organico sin fosfato en el reactivo varia de aproximadamente un 05 % a
aproximadamente un 20 %. En algunas realizaciones, la concentracion del tampén orgénico sin fosfato en el reactivo
varia de aproximadamente 50 a aproximadamente 1.500 mM. En algunas realizaciones, el tensioactivo de esfericidad
es maltosido. En algunas realizaciones, la concentracion del tensioactivo de esfericidad varia de aproximadamente un
0,0002 % a aproximadamente un 2,0 %. En algunas realizaciones, la concentracién del tensioactivo de esfericidad
varia de aproximadamente 5 a aproximadamente 1.000 mg/l. En algunas realizaciones, el componente de ajuste de
osmolalidad es cloruro de sodio, cloruro de potasio o una mezcla de los mismos. En algunas realizaciones, la
concentracion del componente de ajuste de osmolalidad varia de aproximadamente un 0,25 % a aproximadamente un
25 %. En algunas realizaciones, el reactivo comprende ademas un agente antimicrobiano. En algunas realizaciones,
la concentracion del agente antimicrobiano varia de aproximadamente un 0,02 % a aproximadamente un 0,1 %. En
algunas realizaciones, el pH del reactivo varia de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0 unidades de pH. En
algunas realizaciones, la osmolalidad de una solucién de concentracion IX del reactivo varia de aproximadamente 250
a aproximadamente 350 mOsm.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona reactivos de hematologia que incluyen: un tampon
organico sin fosfato; un tensioactivo de esfericidad; y un componente de ajuste de osmolalidad, en donde el reactivo
de hematologia tiene suficiente claridad 6ptica para facilitar el andlisis dptico de una muestra de sangre.

En algunas realizaciones, el tampon orgénico sin fosfato es MES, MOPS, HEPES o imidazol. En algunas realizaciones,
la concentracion del tampdén orgénico sin fosfato en el reactivo es al menos aproximadamente un 0,5 %. En algunas
realizaciones, la concentracion del tampdén orgénico sin fosfato en el reactivo varia de aproximadamente un 0,5 % a
aproximadamente un 20 %. En algunas realizaciones, la concentracion del tampdn organico sin fosfato en el reactivo
es al menos aproximadamente 50 mM. En algunas realizaciones, la concentracién del tampon organico sin fosfato en
el reactivo varia de aproximadamente 50 a aproximadamente 1.500 mM. En algunas realizaciones, el tensioactivo de
esfericidad es maltosido. En algunas realizaciones, la concentracion del tensioactivo de esfericidad es al menos
aproximadamente un 0,0002 %. En algunas realizaciones, la concentracion del tensioactivo de esfericidad varia de
aproximadamente un 0,0002 % a aproximadamente un 2,0 %. En algunas realizaciones, la concentracion del
tensioactivo de esfericidad es al menos aproximadamente 5 mg/l. En algunas realizaciones, la concentracion del
tensioactivo de esfericidad varia de aproximadamente 5 a aproximadamente 1.000 mg/l. En algunas realizaciones, el
componente de ajuste de osmolalidad es cloruro de sodio, cloruro de potasio o una mezcla de los mismos. En algunas
realizaciones, la concentracion del componente de ajuste de osmolalidad es al menos aproximadamente un 0,25 %.
En algunas realizaciones, la concentracion del componente de ajuste de osmolalidad varia de aproximadamente un
0,25 % a aproximadamente un 25 %. En algunas realizaciones, el reactivo comprende ademas un agente
antimicrobiano. En algunas realizaciones, la concentracion del agente antimicrobiano es al menos aproximadamente
un 0,02 %. En algunas realizaciones, la concentracion del agente antimicrobiano varia de aproximadamente un 0,02
% a aproximadamente un 0,1 %. En algunas realizaciones, el pH del reactivo varia de aproximadamente 6,0 a
aproximadamente 8,0 unidades de pH. En algunas realizaciones, la osmolalidad de una solucién de concentracion IX
del reactivo varia de aproximadamente 250 a aproximadamente 350 mOsm.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras adjuntas, que se incorporan en el presente documento, forman parte de la memoria descriptiva. Junto con
esta descripcion escrita, las figuras sirven ademas para explicar los principios y permitir a una persona experta en la
técnica relevante, fabricar y usar los reactivos, sistemas y métodos presentados en el presente documento. En las
Figuras, los nimeros de referencia similares indican elementos idénticos o funcionalmente similares.
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La Figura 1 muestra un grafico que correlaciona las mediciones de volumen corpuscular medio (VCM) tomadas
usando una solucién de trabajo IX de un reactivo de hematologia descrito en el presente documento con las
mediciones del VCM tomadas usando un reactivo estandar del CD Sapphire.

La Figura 2 muestra un grafico que correlaciona las mediciones del VCM tomadas usando una solucion de trabajo
IX de un reactivo de hematologia descrito en el presente documento con las mediciones del VCM tomadas usando
un reactivo estandar del CD Ruby.

La Figura 3 es un grafico que muestra el impacto de los cambios en la osmolalidad de un reactivo de hematologia
en las mediciones opticas del VCM.

La Figura 4 es un grafico que muestra el impacto de los cambios en el pH de un reactivo de hematologia en las
mediciones 6pticas del VCM.

La Figura 5 es un grafico que muestra el impacto de los cambios en la concentraciéon de maltosido de un reactivo
de hematologia en las mediciones 6pticas del VCM.

Descripcion detallada

La presente invencién proporciona un sistema para realizar un analisis éptico del volumen corpuscular medio (VCM)
de glébulos rojos en una muestra de sangre completa que se puede usar para preservar la morfologia y uniformidad
de los glébulos sanguineos, asi como proporcionar integridad de la muestra y claridad 6ptica para facilitar el andlisis
Optico de muestras de sangre. Los reactivos en cuestion incluyen un tampon orgénico sin fosfato y un tensioactivo de
esfericidad. El pH y la osmolalidad de los reactivos se ajustan a los intervalos deseados. Ademas, los reactivos se
pueden reconstituir simplemente con agua desionizada antes de su uso.

Los gldbulos rojos (GR) son el tipo mas comun de globulos sanguineos y, generalmente, tienen la forma de un disco
bicéncavo que se aplanay comprime en el centro. La cuantificacion de los GR en una muestra de sangre generalmente
se logra utilizando un detector de impedencia que mide los cambios en la resistencia eléctrica de la muestra a medida
que la muestra pasa a través de una pequefia abertura. A medida que cada GR individual pasa a través de la abertura,
se detecta un cambio correspondiente en la impedencia, y la informacion se utiliza para contar el namero de GR en la
muestra. Dado que las mediciones de impedencia no implican datos épticos recopilados de las células, la forma de
los GR no es critica para este andlisis.

Los sistemas y métodos de andlisis hematoldgicos generalmente se basan en mediciones de impedencia éptica y
eléctrica para analizar una muestra de sangre y proporcionar un andlisis diferencial de las células que contiene. Por
ejemplo, muchos analizadores de hematologia realizan mediciones de impedencia eléctrica en una muestra para
determinar la cantidad de GR y PLT que estan presentes en la muestra, y también realizan analisis 6pticos para, por
ejemplo, cuantificar globulos blancos (GB) y/u otros componentes en la sangre, y para proporcionar un analisis éptico
adicional de GR y PLT. Por consiguiente, la mayoria de los analizadores de hematologia deben incluir componentes
de recoleccién de datos oOpticos, asi como componentes de medicion de impedencia eléctrica para proporcionar un
andlisis completo de una muestra de sangre.

Los reactivos, sistemas y métodos de analisis de hematologia de acuerdo con la presente divulgacion proporcionan
un andlisis optico de muestras de sangre y obvian la necesidad de que los analizadores de hematologia incluyan
componentes de medicion de impedencia eléctrica. Como tal, los reactivos, sistemas y métodos de analisis de
hematologia en cuestion se pueden usar para llevar a cabo un analisis completo de una muestra de sangre usando
solo componentes Opticos de recoleccion de datos, por ejemplo, sin usar mediciones de impedencia eléctrica.

REACTIVOS DE ANALISIS DE HEMATOLOGIA

Los reactivos de analisis de hematologia proporcionados en el presente documento generalmente estan disefiados
para facilitar el analisis completo de una muestra de sangre sin el uso de componentes de impedencia eléctrica. Por
ejemplo, los reactivos de andlisis de hematologia proporcionados en el presente documento proporcionan una serie
de caracteristicas que facilitan el andlisis éptico de GR y, por lo tanto, evitan la necesidad de mediciones de impedencia
eléctrica. Los reactivos de hematologia en cuestion proporcionan la claridad dptica que es necesaria para el analisis
optico de muestras de sangre, y también proporcionan la dispersién de GR para que se puedan analizar utilizando
técnicas dpticas. Los reactivos de hematologia en cuestion también pueden estar altamente concentrados mientras
mantienen sus caracteristicas funcionales, lo que facilita una mejor capacidad de fabricacion, almacenamiento y
manipulacion de los reactivos.

Tampdn orgénico sin fosfato

Los reactivos de hematologia en cuestion generalmente incluyen uno o mas tampones organicos sin fosfato. El uso
de estos tampones proporciona una solubilidad mejorada de otros componentes del reactivo, tales como, por ejemplo,
cloruro de sodio como osmolito primario. Los componentes del tampdn a base de fosfato, tal como la solucion salina
tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés), generalmente causan problemas de solubilidad a altas
concentraciones. Los tampones organicos sin fosfato, por el contrario, son generalmente inertes a otros componentes
reactivos, tales como las sales y, por lo tanto, permiten que se formulen reactivos mas concentrados mientras se
mantienen las propiedades funcionales, tal como, por ejemplo, la claridad éptica. Los tampones organicos sin fosfato
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de acuerdo con algunas realizaciones de la invencion generalmente tienen una capacidad de tamponamiento eficaz
entre pH 6,0 y 8,0. Los ejemplos de tampones organicos sin fosfato adecuados incluyen, pero sin limitaciéon, tampoén
de acido 2-(N-morfolina) etanosulfénico (MES), tampon de acido 3-(N-morfolina) propanosulfénico (MOPS), imidazol
y tampon N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-(acido 2-etanosulfénico) (HEPES).

En algunas realizaciones, la concentracion del tampén orgéanico sin fosfato en el reactivo de hematologia varia de
aproximadamente 50, a aproximadamente 75, a aproximadamente 100, a aproximadamente 125, a aproximadamente
150, a aproximadamente 175, a aproximadamente 200, a aproximadamente 225 o a aproximadamente 250,
aproximadamente 275, a aproximadamente 300, a aproximadamente 325, a aproximadamente 350,
aproximadamente 375, a aproximadamente 400, a aproximadamente 425, a aproximadamente 450,
aproximadamente 475, aproximadamente 500, a aproximadamente 525, a aproximadamente 550,
aproximadamente 575, aproximadamente 600, a aproximadamente 625, a aproximadamente 650,
aproximadamente 675, aproximadamente 700, a aproximadamente 725, a aproximadamente 750,
aproximadamente 775, aproximadamente 800, a aproximadamente 825, a aproximadamente 850,
aproximadamente 875, aproximadamente 900, a aproximadamente 925, a aproximadamente 950,
aproximadamente 1000, aproximadamente 1050, a aproximadamente 1100, a aproximadamente 1150,
aproximadamente 1200, aproximadamente 1250, a aproximadamente 1300, a aproximadamente 1350,
aproximadamente 1400, a aproximadamente 1450, a aproximadamente 1500 mM o mas.

QOO DYO DD

oo DD

En algunas realizaciones, la concentracion del tampdn orgénico sin fosfato en el reactivo de hematologia varia de
aproximadamente un 0,5 %, a aproximadamente un 1,0 %, a aproximadamente un 1,5 %, a aproximadamente un
2,0 %, a aproximadamente un 2,5 %, a aproximadamente un 3,0 %, a aproximadamente un 3,5 %, a aproximadamente
un 4,0 %, a aproximadamente un 4,5 %, a aproximadamente un 5,0 %, a aproximadamente un 55% o0 a
aproximadamente un 6,0 %, a aproximadamente un 6,5 %, a aproximadamente un 7,0 %, a aproximadamente un
7.5 %, a aproximadamente un 8,0 %, a aproximadamente un 8,5 %, a aproximadamente un 9,0 %, a aproximadamente
un 9,5 %, a aproximadamente un 10,0 %, a aproximadamente un 10,5 %, a aproximadamente un 11,0 %, a
aproximadamente un 11,5 %, a aproximadamente un 12,0 %, a aproximadamente un 12,5 %, a aproximadamente un
13,0 %, a aproximadamente un 13,5%, a aproximadamente un 14,0 %, a aproximadamente un 14,5%, a
aproximadamente un 15,0 %, a aproximadamente un 15,5 %, a aproximadamente un 16,0 %, a aproximadamente un
16,5 %, a aproximadamente un 17,0 %, a aproximadamente un 17,5 %, a aproximadamente un 18,0 %, a
aproximadamente un 18,5 %, a aproximadamente un 19,0 %, a aproximadamente un 19,5 %, a aproximadamente un
20,0 % o mas.

Tensioactivo de esfericidad

Los reactivos de hematologia en cuestion generalmente incluyen uno o mas tensioactivos de esfericidad que hacen a
los GR esféricos en la muestra de sangre para facilitar su analisis 6ptico. El uso de dichos tensioactivos mantiene una
morfologia de células esféricas en muestras de sangre diluidas y facilita los analisis dpticos, por ejemplo, el analisis
Optico del volumen corpuscular medio (VCM). Los ejemplos de tensioactivos de esfericidad adecuados incluyen, pero
sin limitacion, N-dodecil-B-D-maltosido (maltosido).

En algunas realizaciones, la concentracion del tensioactivo de esfericidad en el reactivo de hematologia varia de
aproximadamente un 0,0002 %, a aproximadamente un 0,0005 %, a aproximadamente un 0,001 %, a
aproximadamente un 0,005 %, a aproximadamente un 0,01 %, a aproximadamente un 0,05 %, a aproximadamente un
0,1 %, a aproximadamente un 0,5%, a aproximadamente un 1,0%, a aproximadamente un 1,25%, a
aproximadamente un 1,5 %, a aproximadamente un 1,75 % o a aproximadamente un 2,0 % o mas. En algunas
realizaciones, la concentracion del tensioactivo de esfericidad varia de aproximadamente 5, a aproximadamente 25, a
aproximadamente 50, a aproximadamente 75, a aproximadamente 100, a aproximadamente 200, a aproximadamente
300, a aproximadamente 400, a aproximadamente 500, a aproximadamente 600, a aproximadamente 700, a
aproximadamente 800, a aproximadamente 900, a aproximadamente 1.000 mg/l 0 més.

Componentes adicionales

Los reactivos de hematologia de acuerdo con las realizaciones de la invencién pueden contener componentes
adicionales, tales como, por ejemplo, reactivos quelantes, sales u osmolitos. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
un reactivo de hematologia puede contener un reactivo quelante para, por ejemplo, evitar la aglomeracién y/o
agregacion de plaquetas. Un ejemplo de un reactivo quelante adecuado es el etilendiaminotetraacetato (EDTA) o la
sal disodica de EDTA.

En algunas realizaciones, un reactivo quelante puede estar presente en un reactivo de hematologia a una
concentracion que varia de aproximadamente un 0,1 %, a aproximadamente un 0,2 %, a aproximadamente un 0,3 %,
a aproximadamente un 0,4 %, a aproximadamente un 0,5 % o mas.

En algunas realizaciones, un reactivo de hematologia puede contener un componente de ajuste de osmolalidad, tal
como, por ejemplo, una sal. La inclusion de una o méas sales en el reactivo de hematologia sirve para ajustar la
osmolalidad del reactivo para un rendimiento 6ptimo. Los ejemplos adecuados de sales incluyen, pero sin limitacion,
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cloruro de sodio y cloruro de potasio.

En algunas realizaciones, un componente de ajuste de osmolalidad (por ejemplo, una sal) puede estar presente en un
reactivo de hematologia a una concentracion que varia de aproximadamente un 0,25 %, a aproximadamente un 0,5 %,
a aproximadamente un 0,75 %, a aproximadamente un 1 %, a aproximadamente un 5 %, a aproximadamente un 10 %,
a aproximadamente un 15 %, a aproximadamente un 20 % o a aproximadamente un 25 % o mas.

Los reactivos de hematologia de acuerdo con algunas realizaciones de la invencién pueden tener un valor de pH que
se ajusta para un rendimiento 6ptimo del reactivo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un reactivo de hematologia
puede tener un valor de pH que varia de aproximadamente 6,0, a aproximadamente 6,25, a aproximadamente 6,5, a
aproximadamente 6,75, a aproximadamente 7,0, a aproximadamente 7,25, a aproximadamente 7,5, a
aproximadamente 7,75, a aproximadamente 8,0 unidades de pH. En algunas realizaciones, el pH de un reactivo de
hematologia se puede ajustar usando reactivos estandar de ajuste de pH, por ejemplo, acidos o bases concentrados.

Los reactivos de hematologia de acuerdo con algunas realizaciones de la invencion pueden tener una osmolalidad
que se ajusta para un rendimiento 6ptimo del reactivo. Antes de su dilucién a una concentracion de trabajo, los
reactivos de hematologia, de acuerdo con algunas realizaciones, pueden tener una osmolalidad que es hiperténica.
Después de la dilucién del reactivo de hematologia a una concentracion de trabajo IX, en algunas realizaciones, el
reactivo de hematologia puede tener una osmolalidad que varia de aproximadamente 250, a aproximadamente 260,
a aproximadamente 270, a aproximadamente 280, a aproximadamente 290, a aproximadamente 300, a
aproximadamente 310, a aproximadamente 320, a aproximadamente 330, a aproximadamente 340, a
aproximadamente 350 mOsm o mas.

En algunas realizaciones, un reactivo de hematologia puede incluir al menos un conservante y/o al menos un agente
antimicrobiano para prevenir el crecimiento microbiano en el reactivo. Los ejemplos adecuados de agentes
antimicrobianos incluyen, pero sin limitacion, Triadine™ o equivalente del mismo. En algunas realizaciones, la
concentracion del reactivo antimicrobiano varia de aproximadamente un 0,02 %, a aproximadamente un 0,04 %, a
aproximadamente un 0,06 %, a aproximadamente un 0,08 %, a aproximadamente un 0,1 % o0 mas.

En algunas realizaciones, las concentraciones de los diversos componentes en el reactivo de hematologia se
equilibran y optimizan para facilitar la incorporacién solo de cantidades minimas de determinados componentes
mientras se mantienen las propiedades funcionales del reactivo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la
concentracion de sales y tampones orgénicos sin fosfato incluidos en el reactivo facilitan el uso de cantidades mas
bajas del tensioactivo de esfericidad. Este equilibrio de los componentes ayuda a reducir el coste total del reactivo y
mejorar la capacidad de fabricacion del reactivo.

En algunas realizaciones, las concentraciones de los diversos componentes en el reactivo de hematologia se
equilibran para facilitar la manipulacién del reactivo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las concentraciones de
cada componente se controlan cuidadosamente para que el reactivo mantenga sus propiedades funcionales y
mantenga la solubilidad de los componentes, incluso cuando el reactivo se somete a uno o mas ciclos de
congelacién/descongelacion.

Formulaciones de ejemplo:

Varios ejemplos de formulaciones de los reactivos de hematologia en cuestién se proporcionan a continuacion. Las
formulaciones proporcionadas a continuacion simplemente sirven como ejemplos, y de ninguna manera son limitantes.
Cualquiera de una variedad de combinaciones de los componentes descritos en el presente documento puede
utilizarse en reactivos de hematologia de acuerdo con realizaciones de la invencion.

Formulacion 1 de ejemplo:

Componente Concentracion
Sal dis6dica de EDTA 0,30 %

Cloruro de potasio 0,45 %

Cloruro de sodio 15,70 %
Triadine 10 0,06 %
N-Dodecil-B-D, Maltosido 0,02 %
Imidazol 0,60 %

La formulacién anterior se puede diluir en 15X para formar un reactivo de trabajo IX.
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Formulacion 2 de ejemplo:

La formulacion anterior se puede diluir en 15X para formar un reactivo de trabajo IX.

Formulacion 3 de ejemplo:

La formulacién anterior se puede diluir en 15X para formar un reactivo de trabajo IX.

Formulacion 4 de ejemplo:

La formulacion anterior se puede diluir en 20X para formar un reactivo de trabajo IX.
Formulacion 5 (A-1) de ejemplo:

A continuacion se proporciona una serie de formulaciones de reactivos (A-l), en donde la concentracién de cloruro de

sodio se varié como se indica:
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Componente Concentracion
Sal disédica de EDTA 0,30 %

Cloruro de potasio 0,45 %

Cloruro de sodio 15,70 %
Triadine 10 0,06 %
N-Dodecil-B-D, Maltosido 0,02 %

MES 2,30 %

Componente Concentracion
Sal disédica de EDTA 0,30 %

Cloruro de potasio 0,45 %

Cloruro de sodio 15,70 %
Triadine 10 0,06 %
N-Dodecil-B-D, Maltosido 0,02 %

HEPES 3,50 %

Componente Concentracion
Sal dis6dica de EDTA 0,40 %

Cloruro de potasio 0,30 %

Cloruro de sodio 21,24 %
Triadine 10 0,06 %
N-Dodecil-B-D, Maltosido 0,02 %
Imidazol 0,80 %
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Formulacion 6 (A-G) de ejemplo:

A continuacioén se proporciona una serie de formulaciones de reactivos (A-G), en donde el valor de pH del reactivo
varié como se indica. Se afiadié HCI concentrado a cada formulacién en una cantidad suficiente para ajustar el pH a
los valores indicados a continuacion.

Componente A B C D E F G
Sal disédica de EDTA | 0,40% | 0,40% | 0,40% | 0,40% | 0,40% | 0,40 % | 0,40 %
Cloruro de potasio 0,30% | 0,30% | 0,30% | 0,30 % | 0,30% | 0,30 % | 0,30 %
Cloruro de sodio 21,24 % (21,24 % | 21,24 % | 21,24 % | 21,24 % | 21,24 % | 21,24 %

Triadine 10 0,06 % | 0,06 % | 0,06 % | 0,06 % | 0,06 % | 0,06 % | 0,06 %
N-Dodecil-B-D, Maltosido | 0,02 % | 0,02 % | 0,02 % | 0,02% | 0,02 % | 0,02% | 0,02 %
Imidazol 0,80% | 0,80% | 0,80% | 0,80% | 0,80% | 0,80 % | 0,80 %

pH 6,95 7,20 7,35 7,45 7,55 7,70 7,95

Formulacion 7 (A-G) de ejemplo:

A continuacion se proporciona una serie de formulaciones de reactivos (A-G), en donde la concentracion del maltosido
en el reactivo varié como se indica:

Componente A B C D E F G
Sal disodica de EDTA | 0,40% | 0,40% | 0,40% | 0,40 % | 0,40 % | 0,40 % | 0,40 %
Cloruro de potasio 0,30% | 0,30% | 0,30% | 0,30 % | 0,30% | 0,30 % | 0,30 %

Cloruro de sodio 21,24 %) 21,24 % | 21,24 % | 21,24 % | 21,24 % | 21,24 % | 21,24 %
Triadine 10 0,06 % | 0,06 % | 0,06 % | 0,06 % | 0,06 % | 0,06 % | 0,06 %
N-Dodecil-B-D, Maltosido| -5% | -25% | -1% 0,0% +1% [+25% | +5%
Imidazol 0,80% | 0,80% | 0,80% | 0,80% | 0,80% | 0,80 % | 0,80 %

SISTEMAS Y METODOS

Los reactivos de hematologia divulgados en el presente documento generalmente encuentran uso en el andlisis éptico
de muestras de sangre usando sistemas de andlisis de hematologia y métodos relacionados. En determinadas
realizaciones, los reactivos de hematologia en cuestion encuentran uso en sistemas y métodos de analisis de
hematologia que estan disefiados para medir 6pticamente los GR en una muestra de sangre. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, los sistemas en cuestion pueden usarse para realizar un analisis de muestra de sangre completo sin el
uso de mediciones de impedencia eléctrica, por ejemplo, usando solo mediciones épticas.

En algunas realizaciones, los reactivos de hematologia en cuestion se diluyen con un reactivo adecuado, por ejemplo,
agua desionizada, antes de su uso en el andlisis de una muestra de sangre. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
un reactivo de hematologia en cuestion puede diluirse en un factor de aproximadamente 2X, a aproximadamente 5X,
a aproximadamente 10X, a aproximadamente 15X, a aproximadamente 20X o a aproximadamente 25X para formar
una solucion de trabajo del reactivo que tiene una concentracion de IX.

En algunas realizaciones, un reactivo de hematologia en cuestion puede diluirse a una concentracion apropiada
usando técnicas de mezcla simples, por ejemplo, en donde el reactivo se mezcla con agua desionizada en un envase
de un tamafio adecuado y se mezcla mecanicamente, se agita, etc. En algunas realizaciones, la mezcla del reactivo
de hematologia con agua desionizada se puede lograr usando, por ejemplo, un dispositivo de mezcla electrénica.

En algunas realizaciones, se puede crear una solucién de trabajo del reactivo antes de su uso en un analizador de
hematologia. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se forma una solucién de trabajo que tiene una concentracion de
IX del reactivo de hematologia como se describe anteriormente, y la solucién de trabajo IX se introduce luego o se
acopla de forma fluida a un analizador de hematologia para usar en el andlisis de una muestra de sangre. De acuerdo
con la invencion reivindicada, una forma concentrada de los reactivos de hematologia en cuestion se acopla de forma
fluida al analizador de hematologia, y el analizador puede realizar una dilucion del reactivo de hematologia antes o
simultdneamente con el andlisis de una muestra de sangre.

En determinadas realizaciones, una solucién de trabajo de concentracién IX de un reactivo de hematologia en cuestion
se mezcla con una muestra de sangre, y la muestra de sangre se analiza en un analizador de hematologia
automatizado que genera una pluralidad de datos 6pticos de la muestra dirigiendo una fuente de luz hacia la muestra
a medida que pasa a través de una cubeta de lectura. En algunas realizaciones, el analizador de hematologia puede
incluir un procesador que contiene instrucciones que, cuando se ejecutan por el procesador, hacen que el analizador
de hematologia lleve a cabo una serie de etapas que implican mover una muestra a través de la cubeta de lectura del
analizador, dirigir la luz hacia la cubeta de lectura, reunir una pluralidad de datos Opticos de la muestra y analizar los
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datos 6pticos para determinar, por ejemplo, una medicién del VCM de la muestra basada en los datos 6pticos.

Ejemplos, que no forman parte de la invencién reivindicada, de métodos para analizar una muestra de sangre para
determinar el VCM de la muestra utilizando técnicas Opticas implican: (a) poner en contacto una muestra de sangre
con una solucién de trabajo IX de un reactivo que comprende al menos un tampén organico sin fosfato, al menos un
tensioactivo de esfericidad y uno o mas componentes de ajuste de la osmolalidad e incubar la muestra de sangre con
el reactivo durante un periodo de tiempo que varia de aproximadamente 1 a aproximadamente 30 segundos a una
temperatura que varia de aproximadamente 15 °C a aproximadamente 50 °C, tal como, por ejemplo, temperatura
ambiente; (b) administrar la muestra de la etapa (a) a una cubeta de lectura del analizador de hematologia; (c) excitar
la muestra de la etapa (b) con una fuente de excitacién a medida que la muestra atraviesa la cubeta de lectura; (d)
recoger una pluralidad de sefiales de dispersion de luz de la muestra excitada; y (e) analizar las sefiales recogidas en
la etapa (d) para determinar el VCM de la muestra.

Ejemplos que no forman parte de la invencién reivindicada:
Ejemplo 1: Comparacion de mediciones del VCM utilizando diferentes reactivos

Las mediciones del VCM se tomaron en una muestra de sangre normal usando un reactivo de hematologia en cuestion
que se diluyé de 15X o 20X para formar una solucién de concentracion IX. Las mediciones del VCM se compararon
con las mediciones del VCM que se tomaron en la misma muestra de sangre normal usando un reactivo del CD
Sapphire o CD Ruby. Los resultados se muestran en la Figura 1 y la Figura 2. Los resultados muestran que los
reactivos de hematologia en cuestiéon funcionan igualmente bien utilizando sistemas de impedencia o de deteccion
Optica.

Ejemplo 2: Impacto de la variacion de la osmolalidad en mediciones épticas del VCM

Se formul6 una serie de reactivos que tienen diferentes concentraciones de cloruro de sodio para ajustar la osmolalidad
final del reactivo de trabajo cuando se usa en un analizador de hematologia para medir el VCM. Las concentraciones
de los componentes en los reactivos se muestran en las formulaciones 5A-I de ejemplo. Los reactivos se utilizaron
luego para medir el VCM de una muestra de sangre normal en un analizador de hematologia. Los resultados se
muestran en la Figura 3, e indican que las formulaciones funcionan como se espera en el intervalo de osmolalidad
probado.

Ejemplo 3: Impacto de la variacion del pH en mediciones Opticas del VCM

Se formul6é una serie de reactivos con diferentes valores de pH. Las concentraciones de los componentes en los
reactivos se muestran en las formulaciones 6A-G de ejemplo. Los reactivos se utilizaron luego para medir el VCM de
una muestra de sangre normal en un analizador de hematologia. Los resultados se muestran en la Figura 4, e indican
que las formulaciones funcionan como se espera en el intervalo de pH probado.

Ejemplo 4: Impacto de la variacion de maltosido en mediciones 6pticas del VCM

Se formul6 una serie de reactivos con diferentes concentraciones de maltosido. Las concentraciones de los
componentes en los reactivos se muestran en las formulaciones 7A-G de ejemplo. Los reactivos se utilizaron luego
para medir el VCM de una muestra de sangre normal en un analizador de hematologia. Los resultados se muestran
en la Figura 5, e indican que las formulaciones funcionan como se espera en el intervalo de concentracién de maltosido
probado.

La descripcion anterior de la invencién se ha presentado con fines ilustrativos y descriptivos. No pretende ser
exhaustiva o limitar la invencién a la forma precisa divulgada. Otras modificaciones y variaciones dentro del alcance
de las reivindicaciones adjuntas pueden ser posibles a la luz de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones se
eligieron y describieron para explicar mejor los principios de la invencion y su aplicacién practica y, de ese modo,
permitir que otros expertos en la técnica utilicen mejor la invencién en diversas realizaciones y diversas modificaciones
gue sean adecuadas para el uso particular contemplado. Se pretende que las reivindicaciones adjuntas se interpreten
para incluir otras realizaciones alternativas de la invencién.

La descripcién detallada anterior se refiere a los dibujos adjuntos que ilustran una 0 mas realizaciones ejemplares.
Otras realizaciones son posibles. Se pueden hacer modificaciones a la realizacién descrita sin apartarse del alcance
de la presente invencion. Por lo tanto, la descripcion detallada no pretende ser limitativa. Ademas, las secciones
Sumario y Resumen pueden exponer una o mas, pero no todas las realizaciones ejemplares de la presente invencion
segun lo contemplado por el (los) inventor(es) y, por lo tanto, no pretenden limitar la presente invencion y las
reivindicaciones adjuntas de ninguna manera.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema para realizar un analisis 6ptico del volumen corpuscular medio (VCM) de glébulos rojos en una muestra
de sangre completa, comprendiendo el sistema:

(a) un analizador de hematologia, comprendiendo el analizador de hematologia:

una cubeta de lectura;

una fuente de excitacién colocada para excitar particulas dentro de la muestra de sangre a medida que pasa a
través de la cubeta de lectura;

una pluralidad de detectores que incluyen (1) un detector de pérdida de luz axial colocado para medir la pérdida
de luz axial de la muestra de sangre excitada, (2) un detector de dispersion de angulo intermedio colocado para
medir dispersiones de angulo intermedio de la muestra de sangre excitada, (3) un detector de dispersion lateral
polarizada colocado para medir dispersiones laterales polarizadas de gran angulo de la muestra de sangre
excitada, (4) un detector de dispersién lateral despolarizado colocado para medir dispersiones laterales
despolarizadas de gran angulo de la muestra de sangre excitada; y un procesador configurado para:

() recibir las mediciones de (1) pérdida de luz axial, (2) dispersiones de angulo intermedio, (3) dispersiones
laterales polarizadas de gran angulo, (4) dispersiones laterales despolarizadas de gran angulo, y
(I1) realizar un andlisis del VCM de globulos rojos de la muestra de sangre, basado en una pluralidad de
datos Opticos recibidos de los detectores y sin el uso de componentes de impedencia eléctrica; y

(b) un reactivo de hematologia acoplado de forma fluida al analizador de hematologia para el analisis 6ptico del
VCM de glébulos rojos, comprendiendo el reactivo de hematologia:

un tampon orgéanico sin fosfato;
un tensioactivo de esfericidad; y
un componente de ajuste de osmolalidad,

en donde el reactivo de hematologia tiene suficiente claridad optica para facilitar el andlisis dptico del VCM de la
muestra.

2. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el tamp6n orgénico sin fosfato es acido 2-(N-morfolina)
etanosulfénico (MES), acido 3-(N-morfolina) propanosulfonico (MOPS), N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-(4cido 2-
etanosulfénico) (HEPES) o imidazol.

3. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracion del tampon
organico sin fosfato en el reactivo es al menos un 0,5 %.

4. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracién del tampdn
organico sin fosfato en el reactivo es al menos 50 mM.

5. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el tensioactivo de esfericidad es
maltosido.

6. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracién del tensioactivo
de esfericidad es al menos un 0,0002 %.

7. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracion del tensioactivo
de esfericidad varia de un 0,0002 % a un 2,0 %.

8. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracion del tensioactivo
de esfericidad es al menos 5 mg/l.

9. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracién del tensioactivo
de esfericidad varia de 5 a 1.000 mgl/I.

10. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el componente de ajuste de
osmolalidad es cloruro de sodio, cloruro de potasio o una mezcla de los mismos.

11. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracién del componente
de ajuste de osmolalidad es al menos un 0,25 %.

12. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracion del componente
de ajuste de osmolalidad varia de un 0,25 % a un 25 %.

11
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13. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el pH del reactivo varia de 6,0
a 8,0 unidades de pH.

14. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la osmolalidad de una solucion
de concentracion IX del reactivo varia de 250 a 350 mOsm.

15. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la pluralidad de detectores
incluye uno o més tubos fotomultiplicadores y/o fotodiodos de avalancha (FDA).

16. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la fuente de excitaciéon es un
laser.

17. El sistema de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un subsistema
para diluir el reactivo.

18. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde el subsistema esta configurado para mezclar el reactivo
diluido con la muestra de sangre.

19. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde el subsistema esta configurado para incubar la muestra
de sangre con el reactivo durante un periodo de tiempo que varia de 1 a 30 segundos.

20. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 18 o 19, en donde el subsistema est& configurado para incubar la
muestra de sangre con el reactivo diluido a una temperatura que varia de 15 °C a 50 °C.

21. El sistema de acuerdo con la reivindicacion 18, 19 o 20, en donde el subsistema esta configurado para incubar la
muestra de sangre con el reactivo diluido a temperatura ambiente.

12
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