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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente 2 la solicitud de concesién de una

PATENTE DE INVENCION

SOLICITANTE: COULTER ELECTRONICS LIMITED.

RESIDENCIA: Higﬁ Street South, Dunstable,
Bedfordshire, Inglaterra.

ENUNCIADO: "UN. METODC PARA LA CLASIFICACION
ELECTRONICA DE DIFERENTES TIPGS

DE PARTICULAS".

Prioridad: Patente estadounidense o 189 105 det. *. 14-10-71.
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Para acentuar la gelectividad de la clasificacién

! eleotrénica de particulas que han de ser detectadas en un

oampo electrénico que incluye una energizacién de alta fre-
cuencia y qus emples asi la opacidad electrdnice de las
partfculas como base para su clasificacidn, tales partiou-
las son tratadas, por ejemplo, mediante un agente desinte-
grador, que determine el cambio de la opacidad electrénioca
de ciertos tipos de partfculas, en .virtud de lo cual cada
tipo distintivo de partfculas adquiere un nivel distintivo
de opacidad sujeto a deteccién electrénica. Puede obtener-
se une selectividad adicional excluyendo electrénicamente,
despuds del tratamiento y antes de la olagificaciém, todo
nivel de opacidad indeseado.

Esta invenciln se relaoioﬁa oon la determinacién
o medicién de propiedades no eléotricas de particulas me-
diante la medicién de proﬁiedadee eléctricas de las mismas,
y mis partioularmente con un método para incrementar la se-
lectividad de aparatos electrénicos que funcionan segin
principios ensefiados en patentes estadounidenses, tales co=-
mo las de nimeros 2.656,508, 3.259.842 ¥ 3.502.974.

Un equipo comercial que utiliza las ensefianzas
de lag dos primeras patentes antes citadag es conocldo en
todo el mundo b2jo la marca comercial COULTER CQUNTER y el
principlo de su funcionamiento es cominmente conocido por
principio Coulier. Aunque expuesto en las patentes anterior
mente citedas Nos. 2.656.508 y 3.259.842, asi oomo en mu~
choa dooumentom que aparecen on revistas y libros cientifia
cos ¢ industriales, serd oonveniente describir brevemente

el principio Coulter o indicar 6l uso limitado que se ha
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dado al mismo en aparatos disponibles hasta la aparicién
de la invencidn descrita y reivindicada en la patente n°
34502.974.,

De acuerdo con el prineipio de Coulter, ocuando
ge pasa une particula de tamafio microsebpico a través de
un ocampo eléctrico de pequefias dimensiones, de un orden
proximo a los de la part{cula, se produce un.cambio momenw
téneo en la impedancia eléotrioa en el dmbito del campo.

Si éste tiene una regibn uniforme recorride por la partiou~
la, el cambio debido &l paso de la partfculs estard pringie-
pelmente en funcidén del tamafio de ésta para la mayoria de
las partioulas bioldégicas e indugtriales,

En los aparatos comerciales constguidos de acuer-
do con dichas patentes Nos. 2.656.508 y 3.259.842, la exci-
tacién del campo ha sido proporcicnada por medio de fuentes
unidireccionales o de baja frecuencia. Los camblos aludidos
se limitan a los que tienen una relacién con las particulas
que causan tales camblos identificada como basada solamente
en ol tamafio de aquéllas. Tal relacién ha resultado ser de
muy estrecha proporcionalidad, es decir, el cambio eléetri-
co causado por el paso de una partfcula a través de un cam~-
po eléctrico de pequeiins dimensiones exoitado por una co-
rriente continua o de baje frecuencia es estrechamente pro-
poroional al tamafio o Volumen de la part{cula.

En consecuencia, en tales aparatos comerciales,
se pasan sistemzs de partficulas a través de dichos campos
& fin de producir loe cambios eléctricos relacionados con
las caracteristicas de impedancia debidas & los diferentes
tamafios de las particulas, siendo detectados los cambios
por algin medio adecuado y empledndose pars operar contado~
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i res ¥y analizadores. Los analizadores asoociados & tales apa~

ratos clasifican y egrupan las particulas en poblaciones.

Segin se desprende de la anterior descripeidn,
el principal pardmetro fisico de las particulas, que afec~
taba & los cambios eléctricos producidos cada vez que una
de aquéllas pasaba a travéds del campo eléotrico, era su ta~
mafio. Reta situacidn se da en el caso de un oampo eléctri-
co generado por una fuente de corriente continua, asi como
de baje frecuencia, puesto que a bajas frecuencias las
reactancias de los cambios capacitivos son tan grandes que
de hecho son puestas en cortocircuito por las resistenciss
implicadas,

Tal como plenamente se desocribe en la patente n°

3.502.974, el efecto reactivo de le particula, debido a la

diferencia de caracteristicas dieléctricas entre la parti-
culs y el fliido de suspensidn, no se manifestard hasta
que el campo sea sometido & una energizacién de alta fre-
cuencla, 3¢ ha determinado que tal frecuencia es, en.ls me~
yoria de los casos, del orden de la denominada frecusncia
de radio,

Lo invenciln de la patente n° 3,502,974 difiere
de su correspondiente arte anterior y mediante sus enseflan-
zas se han ampliado considerablemente las ocapacidades del
principio Coulter para proporcionar no s6lo informaocién
sobre el tamafic de las particulas estudiasdas, sino también
informacién relativa & la composicién y naturaleza del ma-
terial que constituye las partfculas. En consecuencia, la
patente n° 3,502.974 describe un aparato cspaz de distin-
guir entre partioculas de tamafic idéntice pero constitufdas

ror diferentes materiales.
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Generando el campo detector de las particulas me-
diante una excitaeién por corriente continua o de baja fre-
cuencia y por corriente de frecuencia de radio (f.r.), pue-
den derivarse dos o mis sefiales do salida interrelaciona-
das del paso de una sola particuls a través del campo en el
dmbito de 1la apertura, Esto ocurre debido al hecho de que,
en tanto que las particulas en cuestién son casi siempre
aisladoras respecto a los campos de baja frecuencia o de
corriente continua, son capaces de iransporter o lmpedir
corriente de frecuencia de radlo diferentemente al electro-
lite e¢ircundante. Esto puede deberse a diferenciss en la
constante dieléectrica, en el caso de partfoulas homogéneas,
o & le estructura @ modo de saco'de las particulas biolégi-

. cas, encerradas en una membrana extremedamente delgada, que

tiene un contenido de elevade capacitancis eléctrica por
unidad de 4ree, de conductividades diferentes al electroli-
to. Asi, mientras toda la corriente de baja frecuencia pa-
sa alrededor de une particula, parte de la corriente de
frecuencie de radio pasa e través de ella. Ia facilidad con
que la corriente de frecuencia de radio pase a trevés de
una particule constituird una medida de lo que aqui se de-
nomine su “trangparencia eléctrica" o simplemente "trans-
perencia”, en analogia con la transmisién de la luz, en
tanto qué le capacidad de una partioula parsa impedir el pa~
so de corriente de frecuencia de radio se denomina "opaci-
dad" u opacidad electrénica. |

Ia opacidad eléotrioca relativa o, si se desea,
la transparenoia.eléctrica de una particule, paga & consti~
tuir un aspecto identificador del confenido de la particu~

la; por consiguiente, su tipo de part{cula a efectos de

PRy —
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| ferentes formas de células blancas adquieran unas opacida-

i lae situedas dentro de cualquier nivel de opacidad particu-

| niceamente retirade de su recepolén por el equipo de clasi~
! fioﬂcién. '

v -

;clasificacién. En consecuencia, si se detectesen tres parti-
iculaa de iguel temafio y diferentas opacidades en un eparato
%de acuerdo con las ensefianzas de la patente n°® 3.,502.874,
ﬁse detectarian tres diferentes sefinles de salida, cuyes di-
%ferencias ser{an directemente proporcionales & las diferen-
li‘;'!:e:s opacidades,

En la medida en que diferentes tipos de particu-
1133 posean diferentes opacidasdes y la diferencia entre ellasﬁ
| sea detectable, les engefianzas de la patente n® 3,502.974

| no regquieren ninguna smplisciéa. Sin embargo, no es éste el
- caso. Algunas particulas notablemente diferentes poseen sus-

i
;tanoialmente le miema opacidad y no pueden clasificarse efi
|

2 Para ccnseguir los objetos de esta invencién y
 vencer las deficiencias del arte anterior, las partfculas,
| antes de pasar 2l 4mbito del campo electrénico dotedo de

energizacidn con corriente continua y con frecuencia de ra-

© dlo, son tratades de manere que cambie la opacidad de un
?tipo de particula por lo menos respecto & la opacldad de
los otros tipos de particulas. En una forme preferida de la
invencién, las particulas, tales como célulag sanguinesas,
son quimicamente desintegradas para alterar su impedancia

interna, de tal manera que célules rojas y blances y/o ai-

2 des detectablemente diferentes.

También se consigue el método de excluir partiou-

lar. En tal método, la amplitud de la curva de respuesta
de opacidad pare el nivel seleccicnado de Ssta es electrd-
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BEn consecuencia, este invencién proporciocne, en
un método para la clasificacién electrénica de diferentes
tipos de particulas, cuya clasificacidn tiene como una be-
ge la deteccién de la opacidad electrénica de las partiou~
las, la operacifén de someter todag las particulag & un me-
dio de tratamiento que sctda selectivamente sobre dichos
tipos diferentes de part{culas cambiando notablemente la -
opacidad electrdénica de uno por lo menos de talcqlfipoa de
particulas, ' e

Seguidamente se describirén las versiomes prefe—
rides de este invencién, a modo de ejemplos, con referen—
cia a los dibujos que acompailan a esta memoria, en los cua—
less

la figura 1 ee una vista esquemética de un apara~
to construfdo de acuerdo con las amplias ensefianzeg de la
patente estadounidenge n® 3,502.974. |

Ia figura 2 es un grifico de opersciones del mé=
todo en cuestidn; y

Ia figure 3 es un grdfico que ilustrs una curva
de respuesta de opacidad comn niveles seleccionsdos de tal
respuesta, .

En la figura 1 se muestra wn tipo preferido de
aparato 1 analizador de particulas, que comprende un tubo
2 con aberture y un recipiente 3 destinado a contener una
masa de fliido 4 dotada de particulas suspendidas. El ex-
tremo del tubo 2 tiene wne abertura microscépios § formads
en une oblea alslante 6. En el interior del tubo 2 hay una
mase de fliido 7, halldndose suspendido un electrodo 8 que
estd conectado & las fuentes de oorriente'é ¥ 10 y & wa

estructura detectora 11, Un electrodo comin 12 eatd suspen-
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dido en la masa de fldido 4 y conectado & las fuentes de
corriente 9 y 10 y al detector 11, Este dltimo poses dos
canales electrénicos paralelos que tienen lineas terminsles|
13 y 14 para su conexién a les entradas de medios clagifi-
cadores, no mostrados.

El Ilﬁido 4 y las particulas se hacen paser a
través de l= abertura 5, como se indica por la trayectorda
15 seflalade con linea dimscontinue, merced & una’ estructura'
16 desplazadora de fldidos que estd conectada &l 1ubo 2.
Dicha estructurs 16 puede comprender convenientemente un
dispositivo de manémetrp-aifén. Para le mayoria de los fi-
nes, los fldidos 4 y 7 pueden ser iguales y comprender un
electrolito dotado de una impedancia diferente a la dé les
particulas suspendidas.

Ia fuente de corriente 9 puede ser de corriente
continua, designada por fl, y la otra fuente de corriente
10 puede ser de frecuencia de radip, designada por £2, Come-
binadamente, definen un campo que se encuentra en la abertu
ra 5 y estrechamente adyacente 2 la misma, Cada vez que una
particule pasa s través del campo, que puede considerarse
también un campo detector, habrd un cembio en le impedan-
cis de este campo detector y habrd un componente de tal
cambio que seae atribuible a cada frecuencla. Estos compo-
nentes son separados en el detector 1l y se. producen impul-
sos eléciricos cuyes respectivas amplitudes depinéan de
los cambios causados por le partfcule & la frecuencia par-
ticular, apareciendo en los terminales 13 y 14 de los o2~
osles. Ia referencia & una corriente contimua no fretend.
excluir una baja frecuencia; de igual modo, la frecuencia

de radio abarca a las frecuenciams elevadag respecto a fl y
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" a la respuesta de las particulas en cuestiédn.

8i, tal como se expone en la patente estadouni~-
dense n°® 3.502.974, las part{oulas poseen unag opacidades
razonablemente diferentee, el detector podrd diferenciar
un tipo de partfculas de otro. le deteccién puede efectuar-
86 sobre la base de que las diferencias de opacidad provo-
cen cualesquiera diferencias de sefiales, o combinaciones |
de tales diferencias, que pueden detectarse, tales oomo di~

ferencias de fases, diferenclas de amplitud, diferencias -

" de frecuencia, etc. Sin embargo, si las particulas no po-

' peen opacidades detectablemente diferentes, entonces es in-

alcanzable una clasificecidén basada en este parémetro, por
lo menos & la vista del arte anterior.

De acuerdo con la presente invencién y con refe-
rencia a8 la figure 2, antes de que las partioulas sean pa~-
sadas a travée del campo de deteccidn, son sometidas a un
tratamiento merced al cual se altera la opacidad de un tipo
por lo menos de particulas, de manera que su opacidad eleo~
trénice resulta mediblemente diferente de la opacidad de
otros tipos de particules que han de pasarse al campo de
deteccibn, Aunque la figura 2 indica que el cambio de ope-
cidad tiene lugar después de la formacién de la suspensién
de las partfculas, tal secuencia no es necesarismente ori-
tica. En muchos casos, 1las particulas pusden tratarse antes
de formarse la suspensién. En efecto, el tratamiento, se
se realiza con un fliido adecuado, podfia incluir también
la formacidn de la suspensidn,

Como ejemplo préctico, considérese la clasifioa~
cién de una suspensidn de cdlules sanguineas rojas, c¢élulas
sanguineas blances y particulas de poliestireno. Aungue las
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: ¢élulas sanguiness rojas y blancas tienen nominelmente ta~

mafios diferentes, sus niveles de tamafio tienden a superpo-
nerse, o por lo menos bajo ciertas condiciones de salud po-
drfan superponerse, de tal manera que ung clasificacién ba~-
sade exclusivamente en el tamafio de partfcula no proporcio-
naria un andlisis exmoto de esos diferentes tipos de parti=
culas. Ademés, las opacidades de estos dos tipos de células
sanguinegs se superponen también; por comsiguiente, no po=
drian emplearse las enseflanzas de 1a patente n°® 3.502.974

oon su méxima eficiencia sin el uso de la presente inven-

cidn. El poliestireno se incluye en este ejemplo, porque
posee una opacidad bien definida, notablemente superior a
la de las células sanguineas rojas y blancas y por lo tan-
to0 puede emplearse a efectos de control. Expuesto algo ané-
logamente, lag oélulas sanguineas rojas y blancas posean
inherentemente impedancias internss similares y el polies=-
tireno posee una impedancia interns notablemente diferente.
A los efectos de este ejemplo, se supondrd que los tres
tipos de particulas son exactamente del mismo tamafio, de
tal manera que &ste no contribuya a las condiciones de cla-|
gificacién, deteccién o captaciédn,

Una forma de cambiar la opacidad de una célula
sanguinea y tipos similares de partfculas, consiste en al-
terar la naturaleza del contenido de la célula o cambiar
el propio contenido., Tal cambio o tratamiento alisrs la
opacidad de la part{cula al alterar su impedancia intérna
y deberd ser no destructivo, pueato que- se frustraria el
andlisis de las particulas si éstas hubiegen de perder su
propia identidad. Un posible modo de cambiar la neturaleza
del contenido interno de la partfcula, para alterar su im-
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pedancla y opacidaed, seris por irradiacién. Ia forms de

¢ irrediacién dependeria de la naturaleza de la partfcula.

Otre forma de cambiar la opacidad de una particula serfis
rediante aplicacién a 1a misma de una sustaneia cambiadora
de la impedancia. Tal sustancia podria ser absorbida en la
perticula o inyeetarse de hecho en 13 misma, Aunque tal
tratamiento puede implicar uns aceién y/o reaccién quimiea,
también puede implicar otres formas de accidn y/o reaccién
que operen directamente sobre la impedancia interna de ti=
pos ds particulas seleccionados.

Una forme de conceptuar muchos tipos de particu-
las es considerar una membrana gque envuelve & una masa de
contenido, Ie particula es en cierto modo como un globo

lleno de fldido, de tal maners que su membrana puede ser

; punzada para extraer lentamente el contenido o bien puede

ser rota pars destruir su forma rdpidamente y perder su
oontenido, Si &l punzarse se produce un oambio del conteni-
do interno de la perticula con el meterial circundante, es
decir, el fldido en el que estd suspendida la particula,
entonces la membrana puede retener su forma y tamafio ini-
oiales mientras se estd cambiando su contenido y auague &é-
lo se altere 1la opacidad de la partfcula,

Aunque el punzado o desintegracién de 12 membrana

: podria efectuarse mediante algin proceso mecdnico o elbo—

trico, el proceso quimico ha ofrecido hasta ahora la solu-~
oién mds aceptable, en forma de agentes desintegradores.
Estos agentes son bien conocidos en la hematologia por ac-
tuar sobre las células sanguineas rojes para romperlas de
hecho y liberar su contenido, como en determinaciones hemo-

globinicas.

ARl
h L
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De acuerdo con lg presente invencidén, se ha des-
cubierto que el uso de una adecuada cantidad minima de uwn

agente desintegrador permite un eficaz punzado sin ruptura
de la membrana celular para permitir el cambic de flfido.
Naturalmente, la cantidad de agente desintegrador depende:
de la conceatreeién de particulas, el tipo de Sstas y otras|
diversas condiciones smbientales. Si las partfoules se rom~
pen, entonces es que se ha empleado demasiado agente desin-
tegrador. ’; A

 Antes de proseguir, es de destaﬁar expresamente
que ol término “agente desintegrador" ne se limita aqui.a
sus formas O usos quimicos hematolégicoa y que el ejemplo,
especifico de células sanguineas no ha de considerarse 1i-
mitativo. I ’ %,g - |

- Especificos agentes desintegradores quimicos que
han resultado ser satisfactorios entran en el grupo de de-
tergentes, alealoldes vegetales y enzimaas, Ejemplos de cép
da tipo son, respectivamente, el bromuro de hexacetiltrime-
tilamonio, cloruro hexatrimetilaménico y otras sales améni-
cas cuaternarias; saponina; y estreptolisina~O.

Si se conociese wna suspensidn que contuviese sé-

1o dos tipos de partioulas dotadas de opacidades iguales o
superpuestas, entonces seria suficiente un solo iratamiento ‘
para cambiar la opacidad de un tipo de particulas respecto
al otro, en la clasificacién de tales particulas. Por ejem~
plo, y con referenciea & la figura 3, si bajo la ocurva de
opacidad 7,el drea definida por las lineas discontinues

.vertioales sbarcadas por la llave A + B hublese de represep|

tar el nivel de opacidad superpuesta de las células sangui~
neas rojas y blancas, entonces la adicién de una adecuada
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cantidad de saponina camsarfa un cambio en la opacidad de
las células rojas para hacerles adquirir un nivel de opa~
cidad clasificablemente distintivo bajo la llave A' y dejar
las oélulas blancas claraments clasificables en su nivel

| de opacidad B'. Aun cuando el nivel de cpacidad de las oé-

lulas blances hubiese de ger cambiado también por el agen~
te desintegrador, en cuanto al nivel B", el andlisis de los
dos tipos de partioulas podria efectusrse sobre la base de
sus diferentes opacidades resuliantes. El nivel de opaci-
dad C es representativo de las particulas de poliestirenoc.

Ahora bien, si se encontrasen inicialmente més
de dos tipos de partfculas al mismo nivel de opacidad y no
fuegen diferentemente afectados por el mismo agente dg tra-
tamiento, podria ser entonces necesario emplear mds de un
agente de tratemiento, y de hecho una combinacién de agen-
tes, que incluyesen algo mis que agentes desintegradores.
Por ejemplo, una vez cambiadas las células rojas al nivel
A' y con las células blancas situades al nivel B', serfa

deseable separar los linfoclitos de las rastantés formas de

oélulas blancas. En oonsecuencia, mediante el tratamiento
adicional efectuado por medio de un segundo agente cambia~-
dor de la opacidad, los linfooitos podrian ger cambiados a
un nuevo nivel, tal como B". Una vez sepaerados los linfoci-
tos ¥y oélulaé rojas, mediante cambios de opacidad, de las
restantes particulas sanguineas, es posible que las formas
de los granulocitos y monocitos resulten distinguibles a
ofectos de clasificacién y andlisis,

Seguidamente se ofrecen ejemplos prdcticos del
grupo anteriormente mencionado de sgentes desintegradores
quimicos. BEn cada ejemplo, las temperaturas de los liqui~
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i tergente y sé PUsSo en marche wn cTonometrader. Ia concen-

wna ‘golucién al 1% de sapenina & 100 yl de sangre completa
_suspendids en saling neutralizada con fosfato, que tenis

1 - u-
476815

dog estaban a valores ambientes, prdoximos a 26°C,
1

Como detergente, una forma de sal amdnica cuater—
naria es el bromuro hexsdeciltrimetilamdnico (Cetrimide),
que se empled & verlos niveles de pH en una solucién de sa~
ling fisiolézlca neutralizede con dcido citrico - fosfato
disédico. En la salina neutralizada se efectué una dilucién|
1:50,000 de sangre completa., Luego se afadid el citado de-

trecidn final del detergente desintegrador era de 5 mg por
litro. E1 punto final fue sefialado por la desaparicidn del
esquema de lag células sanguineas rojas de la pantalla de
un tubo de rayos catéddicos, es decir, por transparencia

eléctrica,

pE saling neutralizada Tiempo para transparencis
células sanguiness rojas

2,25 0,25 minutos
2,99 4,0 "
3,58 7,0 n
3,98 12,5 "
4,52 30,0 "

II

Como alcaloide vegetal, se afiadieron 250 yl de

w pH de 7,2, 8e produjo la desintegracién de las células
rojas y se efectud un trazado de proporciones de leucoci-
tos, que mostrd dos mAximos distintoa.
| I
Como enzimn, se afiedid 0,5 ml de estreptolisins~0
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a uwna solucién que contenfa 0,2 ml de una suspensién 1:500
de eédlulas sanguineas rojas y 40 ml de salina fisiolégica
neutralizada a varios niveles con neutralizadores de dcido
citrico - fosfato sbédico. Cuando las células senguineas

rojas se hicieron transparentes, dejaron de ofrecer un es-

quema de proporciones y se considerd completads la desinte-

graoifn.

pH neutralizador saling Tizgpo pare desintegra~
1)

3,0 0,5 minutos
3,45 0,5 ~0,61"
4,95 0,5 "
6,4 : 4,5 - 5,0 "
745 : »>5 .

_ Una vez realizada la operacién de tratamiento y
formado el campo detector electrénico, éste dltimo de acuer
do con las enseflanzas de la patente n® 3,052,974, entonces,
como se indica en la figura 2, se pasa la suspensién a tra~
vés del campo y se detecta a efectos de clasificacién,

Otro aspecto do esta invenoién es la operacién
de excluir de toda consideracién, por los medios clasifi-
cadores, particulas situadas en cualquier nivel particular
de opacidad. Por ejemplo, y de nuevo con referencia a la ‘
figura 3, supdngese que han de excluiree las particulas del
nivel A;. Como se comprenderd, podrfa excluirse cualquier
nivel; sin embargo, la exclusién del nivel A' es més fécil
de ilustrar y describir agui,

Relecionado con lg exclusién de part{oulas situs=
des & un nivel de opacidad, estd el hecho de que existe una

ocurva de réapueeta de opacidad, designada por Z en la figu~
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ﬁ re 3, La forma e inclinacidén precisss de esta curva de res=-

puesta y los factores que generan su forma no son esencia~ |
les para la presente explicacién. Importante es la aprecia~
cién de que, debido & las resistenciss y resotanciag eléc-

tricas implicadas en la captacifn y deteccidn de la opacie

dad, se desarrolla una curva de respuesta Z, de tal maner=a

que a diferentes niveles de opacidad las amplitudes de vol=-
taje de la curve de respuesta son diferentes. Por congi-

guiente, si han de excluirse de su olasificacién particu-

: las de un nivel especifico de opacidad, una supresibn de

la relacionada amplitud de voltaje realizard este tarea.

Como se muestra en la figura 3, el punto medio
del nivel A' se encuentra en el voltaje +V. Generando un
nivel de voltaje igusl y opuesto -V y aplicdndolo & la en-
trada del medio clasifiocador, la curva de respuesta Z serdé
alterada en toda su longitud parz formar una curve de res-—
puesta modificada Z'. Como Pcilmente se Ve, el nivel de
opacidad A' cruza la curva Z' a lo largo del eje de volta-
Je cero o por lo nenos nuy cerce de é1; por canaiguiente;
queda de hecho exclufdo, Aungque las amplitudes de los otros
niveles de opacidad B", A + B, B' y C son atenuadas por el
valor de voltaje V, su clasificacién no serd adversemente
afectada.

S1 hubiese de execluirse un nivel de opacidad que
no sea el situado en un extremo de la curva Z, los situg~-
dos debajo de aquél resultarian invertidos en su polaridad
debido al proceso de sugtraceidn de voltaje; por lo demds,
peris vdlida ls anterior explicacidm. |

Si hubiese de excluirse méds de un nivel, este

proceso podria repetirse secuencialmente por cada indesea~
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xf do nivel de opacidad de las particulas,

Se supone gue la anterior presentaciém permitiréd
il a los axpertos en la materia relacionada con el andlisis de
i{ perticulaes electrénicas, y particularmente a los conocedo-
% res del principio Coulter, apreciar el pleno dmbito de es—

ta invencién y practicar sus ensefianzas.

En restimen la Patente de Invencién que se solici-

ta deberf recaer sobre las siguientes:
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REIVINDICACIQORES

1. Un método pars la clasificacién electro~
pica de diferentes tipos de perticulas, cuya clasificecién
tiene por base la deteccién de la opacidad electrdénica de
1ss particulaa, la operacidn de someter todas las particu~
lgg & un medio de tratamiento que actia selectivamente so-~
bre dichos tipos diferentes de particulas cambiando nota-
blemente la opacidad electrdnica de uno por lo menos de los|
tipos de particulas.

2. Método segin la reivindicacién 1, en el que
diche sujecidn 2l medio de tratamiento altera la impedan—
cia del citado tipo de particulas por lo menos.

3. Método segfn las reivindicaciones 1 6 2, en
el que dicha sujecién al medio de tratamiento altera la
impedancia interna del citado tipo de particulas en wna
medide mayor a como tal sujeclén sltera la impedancie de
otro de tales tipos de pafticulas.

4, Método segin cuzlquiera de las reivindica~
ciones 1 a 3, en el que dicho medio de tratamiento causa
una raaceién quimica con los citados tlpos de particulas,
de manera que sus impedancias internas son selectivamente
alteradns.

5« Método segin cuslquiers de les reivindica-
ciones 1 a 3, en el que dicho medio de tratamiento causa
una regcceidn quimica por lo menos con el citado tipo de
pvarticulas pera cembiar su opacidad.,

6. Método seglin cualguiera de las reivindica~-
cioneg 1 2 5, en el que dicho medio de tratamiento compren—
de un agente desintegrador.

7. Método segiin la reivindicscién 6, en el que
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dicho agente desintegrador es selecoionadb entre el grupo
de detergentes, alcaloldes vegetales y enzimas que son ca~
paces de funcionar como agentes desintegradores,.

8, Método seglin la reivindicacién 7, en el que
el detergente ee una sal aménica cuaternaris capaz de fun-
cionaxr como agente desintegredor.

9. Método segin la reivindicacién 8, en el que
diche sal aménica cuaternaria es seleccionada entre el gru-
po constituido por bromuro hexacitiltrimetilaménico, cloru-
ro hexgtrimetilaménico y bromuro hexadeciltrimetilaménico.

10. Método seghn la reivindicacién 7, en el que
el alcalolde vegetal es una saponina,

11. Xétodo seglin la reivindicacién 7, en el que
la enzima es estreptolisina~0.

12, létodo segin cualqﬁiera de las reivindioa~
ciones 1 a 11, en el que por lo menos dicho tipo de parti-
culas se encuentrs en la sangre completa.

13, Método segin cualquiers de las reivindica-
ciones 1 a 12, en el que por lo mepnog dicho tipo de parti-
culas poses un contenido interno que es separedo, pof 1o
mepos parcialmente, por dicho medio de trwtamiento.

14, Método segln 1la reivindicacidén 13, que com-
prende ademfs la operacién de crear une suspensidén de las
particulag en un fliido dotado de una impedancia diferente
a la del contenido interno de las particulas, de maners
que, cuando se pierde dioho contenido interno, es sustitui-
do por el citado fliido para efectuar un csmbio detectable
en la impedancis del contenido interno de las particulas.

15, Método seglin cualquiera de las reivindicae~

ciones 1 2 14, que comprende ademés las operaciones de de-
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tectar electrdnicamente por lo menos la opacidad de cada

partiodula en un campo electrdnioco que incluye una energize~|

( cibn de alta frecusrcia y captar el resultado eléctrico de

dioha:dsteccién de manera gue permita la clasificacién de
las referidas perticulas.

16, Hétodo segdn la reivindicacién 15, en el
que dicha captacién o deteceilén incluye la exclusién elec-
trénice de particules cuya opacided eantra por lo menos den=
tro de un nivel definido,. |

17. Hétodo segin la reivindicacién 16, en el
que la citada exclusién tiene lugar en un nivel de opaci-
dad de particulas cuya opacidad fue notablemente cambiada
por dicho medio de tratamiento.

18, Método segln la reivindicacién 16, en el
que 1z citads exclusidn se efectda sustrayendo del resul-
tedo eléctrico de dicha deteccién de todas las partioulas
un valor eldctrico igusl al de la respuesta de opacidad
atribufble al nivel de opacidad definido.

19. Se reivindica por (ltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidon que se solici-
ta: "UN METODO PARA LA CLASIFICACION ELECTRONICA DE DIFE~-
RENTES TTP0OS DE PARTICULAS".
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en

la presente Memoria descriptiva, que consta de veintiuna

' plginas mecanografiadas y dibujos que se acompafian.

Madrid, 1% de octubre de 1972.
BERNARDO UNGRIA
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