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Capitulo 1. ] capitula 11,
@ Nombre: SYSMEX CORPORATION IDENTIFICACION
Dirgacién: 5-1, Wakinohama-kaigandori
1-chome,  Chuo-ku,  Fabe-shi,  Hyogo ey [:] MIT D
B51-0073, Japdn. CE. otro [ ]
SOLICITANTE L]
(71) Macionalidad o Domicilio; Hyago, Japdn.
Lugar de Conslitucian: Japon. Cual
Teltfono: 3264070 Faw: 6068701 Nimero
E-mail: jllzco@@ilaradacamacho.com
Nombre:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
® C.C. NT [
Dirzacicn: Callz 72 No. 8-3% Fiss 2| cE [ ots [
REPRESENTANTE Bogota, Calombia
O APODERADO
Telifone: 2284270 Faw: 089701 Cual
Hamera 29620713 TP 53.215
E-rnail: jllcca@livredacamacho.com
@ Hombre:  Tatsuya HARIKAWA: Tomohiro TSUN; Feiko MORIVAMA: VUi
ITOSE; Shinichiro OGUMI Ayumu vOSHIDA: Saari SUZUK) y Toshihirg
MIZUKAMI,
INVENTOR(ES)
(72) Direccién:  £-1, Wakinohama-kaigandari 1-zhame, Chuc-ku, F.obe-zhi, Hyago
651-0073,
Macionalidad o Domicilio: Japan.
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(10) ANEXOS )

& Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacién Legal.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones
|Z] Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Copia del Reporte Preliminar Internacional sobre patentabilidad.

Traduccién del Reporte Preliminar Internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

X
X
[
D Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
[
[]
[]
]
[]

Arte Final 12X12. .

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

& Otros: reporte de busqueda internacional y publicacion.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REFRESENTANTES
LEGALES éen Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

lleo led e~

\LICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215



(SN

TRADUCCION OFICIAL No. 2010-02-26-107
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y en espaiol.
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APOSTILLA

(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
Pais: Japébn
Este documentao pablico
ha sido firmado por Rikio UDAGAWA
actuando como Naotario Plblico de la Oficina de Asuntos Legales de Osaka
lleva &l sello/estampilla de Rikio UDAGAWA, Notario Publico

Certificado

en Nsaka

5. el 10 de febrero de 2010
por el Ministerio de Asuntos Exteriores

10. Firma: (ilzgible)
Naomi ASANO

Por el Ministerio de Asuntos Evteriores

TRADUCTORA QOFICIAL
RES, 2177/39 MINIUSTICIA

——

P

{JLLCCO: 213714.DOC v.1}



Registro No. 1566 / 2010

CERTIFICADO NOTARIAL

Por el presente certifico que el sefior Hisayuki ITO, representante del sefior
Hisashi IETSUGU, Presidente de SYSMEX CORPORATION, quien esta
autorizado para firmar el documento adjunto en nombre de dicha sociedad
constituida y existente de conformidad con las leyes de Japén, domiciliada en 5-1,
Wakinohama-kaigandori 1-chome, Chuo-ku, Kobe-shi, Hyogo, Jap6én, ha afirmado
en mi presencia que el sefior Hisashi IETSUGU reconocié haber firmado el

documento adjunto.

Fechado este dia 10 de febrero de 2010

(firma: ilegible)
RIKIO UDAGAWA

o 43 i
. LALINDE GARCIA &
Notario i ,ﬁ

Oficina de Asuntos Legales de Osa'ké
1-2, Hirano-Machi, 2—Chome,

" Chuo-ku, Osaka, Japén " - >

Oficina de Asuntos Legales de Osaka :
“NOTARIO,,

1-2, HHRANO-MACHI, 2-CHOME,

CHUO-KU, OSAKA, JAPON -

{JILLCCO: 213714.D0C v.1}2



Registro No.
CERTIFICADO

Faor el presente cartifico que e Certificads Notarial adjunto al presente ha sido
sjecutado por Notario, debidaments autorizads y gjersiendo en Osaka, Japén, y

que &l Sello Oficial que aparece en el mismo es auténtico

Fecha 10 de febrers de 2010

Director de la Oficina de Asuntos Legales de Osaka

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 23 de wa»n:lu de
2010, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora

Oficial, Res. 2177 de 1939, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL
E“ 2177/33 MINJUSTICIA

e

"‘:2‘ .j Ellll('v 5(.,! ~

ANITA ESC OBAR DE TAMAYOD

W AR
Eggi;:npta nolnc.de p

GARCIA

§HO, cuc) é
4’ St

fILLCCO: 213714.00C v 113
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Los abajo firmados,

hi IETSUGU,
Presidente de SYSMEXCORPUORATION

con domicilio en
5-1, Wakinohama~¥aigzadeyi 1-Chome
Chun=Fu ,K0be~5hi, Hyogo

651-0073, Japon.

nombramaos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVD TAMAYO yio IGHACID SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, demiciliados en Bogola,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 Hea,
§-32, piso B0, nuestras repressntantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
natificaciones y nombrar apoderadss judicialss o
extrajudiciales, con &l fin de dar cumplimients sl
paragrafo 1o, del articuls 542 del decreto 410 de
1971. '

Los doctores ALICIA LLOREDA y/io GUSTAVD

- TAMAYO y/o IGNACID SANTAMARIA y/n EHNRIGUE

ALVAREZ, o los apoderados qua cualquicra de ellos
designe, quedan especialmante faculladas  para
representarnss anle las auwloridadss colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites ralativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto  les facultamos para dar ants  dichas
autoridades todos los pasos necszarias al objeto
indicads; elevar solicitudes, declaraciones, reclamios,
recursas  y  presentar  desistimientos;  formular
descripoiones, enmiendas, limitar &l alcancs de las
solicitudss, presentar oposiciones v apelacionss;
instaurar  cancslacianes, rsnunciar  toial o
parcialmentz 3 los registras, abonar fodos  los
impuestss y custas y efectuar todo atro pago
determinado por la ley; recibir todes los dacumentos

y valores, dando el descargo respactive; lenar
cualszquizsra otros requisitos v tomar, en fin, todas
las medidas que creyersn conduscentes al resguarda

de nuestros intereses; y en caso de producirze
opasicion, pasando lus antecedentas a las tribunales,
quedan facultadas para tomar intervencidn como
demandantes o demandados ante 103 jusces que
gzan competentes, pudiends transar, someter a
arbitros, dezistir, percibir v apelar, con tadas las
demas facultadzs que resulten necesarias, y por &l
presente declaramos desde ahora valids y busno
cuants dichos representantes y/o Ias apoderados
que cuzlquisra de ellos nombre hicizren en nuastro
benaficio.

4

1,

Asimismio, facullamos a los doctores ALICHA
LLOREDA y/o SUSTAVO TAMAYVD yia 1GHACKD
SANTAMARIA  y/o ENRIQUE ALVAPEZ, para
solicitar en la Oficinag dz Propiedad Induztrial la
protocolizacion Jde este documnentsy y ds cualquisr
poder que cualguisra de :llos olorgue a nombre

Y,
nusstno. L R
- i Enta copia G

Dado vy firmado g I TR
) Bogotd. '

Fa <]
incida o goﬁwﬂ‘ :
alyve L=

The undersignad,

Hisashi IETSUGU,
President of STSMEX CORFORATION

domiciled at
-1, Wakinchama-taigandari 1-chome,

5
Chua-ku, Kobe-shi, Hyogo
651-0073, Japan, :

hereby  appoint, ALICIA  LLOREDA  and/or
GUSTAVD TAMAYO and/or IGHACIO

SANTAMARIA  and/or  ENRIQUE  ALVAREZ, |of
Bogola, Colambia, with officzs in said town, Calls 72
Ho. 5-33, 3isth Floor, our true  and lzgqal
representatives in Bogotd, with power to racsive
notifications and to appoint judicial or extrajudicial
agsnts, £0 as to comply with paragraph 12, of article
8432 of decres 410 of 1371,

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA  and/ar
EHRIGQUE ALVAREZ, or the agents by any onejof
them appaintzd, are especially empowered (to
represent us before the administrative, judicial jor
polise authorities of Colomibia, in all proceedings
pertaining o industrial property, for which purpose
we authorize them to taks before the said authorities
all the necessary stzps for the said end: to file
petitions,  declarations, claims, recourses  and
withdrawazls, to draw up specifications,  to  file
amendments, to limit the scope of applications, file
cppositions; file cancellations tolal or partially waive
registrations, to pay all installments and effect all
ather payments prescribed by law; to receive proper
receipls, to comply with all other raquirerments andJin
shord, o takz all those measures which they may
deem it for the protection of our interests; and in
caze of opposition, whare th: proceedings be passed
over to the courtz, we authorize said agents to act on
our behalf, as complainants as well as defendants,
baforz the competent judges, with full powers to
miake arrangaments, 1o submit to arbitrators, to desist,
to codlect, to appeal and, in short, with all such further
powsrs as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any ane of thermn
appointed may do for our banefit, '

We alsa authorize dactors ALICIA LLOREDA
and/or  GUSTAVO TAMAYO  andlor  IGHACIO
SLHTAMARIA andlor EHRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this docurnent and of any power
of altorney by any one of them conferred in our name,
befors the Office of Industrial Proparty.

Siven and zigned this




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
Estada de {35
Condado de
Hoy de de 200 |, comparecid
, @ quign conozca y

de quizn ms consta que firms &l anterior documento,
y quien debidaments juramentado declard v dijo que
éles

de.
la compafia nombrada en
gl document> gue antesede, una  sociedad

debidamente organizada y existente conforme a las

leyes del Estado
de , , domiciliada
en la ciudad  de

, Condado de

Estado de , )
egaimente constituida para un periodo de duracién
que aan no ha terminado, que ejerce su objeto
social; conforme a las leyes del Estado  de

) ‘ 1

quz el dedarante esta  autorizade por dicha
Compafia para conferic este poder; que &l szl
estampado por &l al piz de tal poder, &n nombre y en
representaciin de la evpresada Compafia, es &l
sello oficial de ella; y que ¢l cbjelo para el cual se
confiere aste instrumento estd comprendids dentra
del de la sociedad.
El suscrito Notario ha visto
incorporacion firmados en ,
Estado d= , oon fecha Y
cerifiza que de canformidad con la lsgislacian ds
diche Estado la anterior Jeclaracidn juramentada es
prueba suficiente de que 103 hachas sobre que ella
versa son ciertos o verdaderas, de lo cual da fe.

los  Estalutos  de

Motary Pubilic (Notaria Publice). iy
t Bngoté. O

-

5,. ZEALNDE oascin, B
DR ZyAm THG)

y Esta copia coincide con ol onignat
que v a la vizta

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

State of [ss
County of

on this
personally
came ,
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
July sworn did depos: and say that he is the
of

, the campany named
within, a Corporation organized and e-isting undser
the laws of the State of
domiziled at the City of
County of

day of , 200 ,

, State of .
, legally constituted for a period
of tenurz not yet e-pired, which axercisss its
Ccorporals purpasss according Lo the laws of the State
of , ; that the
deponsnt is authorized by said Cormpany to confer
this power of atlorney; that the seal affi-ed hareunto
by the deponent in the name and on behalf of said
Corporaticn is the corporalz seal thereof;, and that
the purpose for which this instrument is granted is
included  within the  corporate purposss  of  the
Company.
The undersigned Haotary Public has seen the aricles
of Incarporation of said Corporation executed at
, State of , under datz of
, and hereby
certiies that under the laws of said Stalz the
foregoing acknowledgment is sufficisnt proof that the
facts therein contained are trus, which he attests.
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APOSTILLE

) ) (Convention de La Haye du & octobragghlf S by

1. Country: JAPAN
This public document

2. Thas been cigned by

]

aciing in the capacity of

[N

bears the seal/stamp of

5. at Osaka

iy Esta copin colncbo cnn Y
Ef 33k m miyml i‘;

1 [4
ANTA LAL NG ﬁ
u\omr’mu 7 e (c»ﬁ,) A

e e UL e

rmm

Notﬁry Public of the Osaka
Legal Affairs Burcau

Rilic UDAGAWA, Notary Public

Certified

6. FEB 10.2010

7. by the Ministry of Foreign Affairs

8. No. 0773

[T}

Seal/stamp:

" \zf \_w
AN 4'

10, Signature:

(o losan

Naomi ASANO

For the Minister for Foreign Affairs
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NOTAPTAL CEPTIFICATE

f_|,l

£z
' that Mr. Hisayuki ITO an ent of
This iz to certify that Mr. Hisayuki ITC Xa i

Mr. Hisashi IETESUGU, Presgident of ZVEMEY CORPORATION who has

I n authorized to eign the attached document on hehalf of the
i Jo L o o LUl d

ingaccording tothe lawof Japan,

<y
s
=
Cu
W
R}

o)
:_I
if
(‘ [

gaidcompany organice |
Jandor : Chuo-Iu
located at 5-1, Wakinohama—kalgduduLl 1-chome, Chuo .

s stated T regence that Mr.
Kob=—shi, Hvug , Japan has stated in my very i

(_l

Hisashi TSUGU aclmnow lzdged himself to have signed to the

attached document.

Dated this 10th day of Februairy, 2010

RIKIOD UDAGAWA
Notary

Osala Legal Affairs Burean
1-2, Hirano-Machi, 2-Chowme,
o, Hix

Chuo-lku, Ocgaka, Japan

OSAKALEGAL AFsRSRUREAL

A
“NOTARYQ

\ 2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME

CHUO-KU, OSAKA JAPAN

A0
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CERTIFICATE

This is to certify that the annexed Notarial Certificate has

been executed by Notary, duly authorized and practising in Osaka,

Japan, and that the Official seal appearing on the same is genuine.

pate  FEB. 10.2010

Director of the Osaka Legal Affairs Bureau




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA' Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° g5 soliciud. B0 Lok G0N 5349
(07) Fecha de soliciud: 03-03-10 (71)Zolicitants(z); SYSMEX CORPORATION
(0) Frividad  (31) No.Prioridad (37) Fecha  (33) Pais | (73) Inventor(ze): Tatsuya MAFIFAWA: Tomohira TSUJI
7-E I 70307 JF Feiko MORIYAMA; Yuji ITGZE; Shinichiro
006076606 4030 Jp CBUMI: Ayuru ¢OSHIDA; Saar SUZUKD y
Toshihiro MIZUKAMI.

(74) Apnderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85) Fecha limits inicio face nacionzl:  27-04-10 87)  Publicacidn internacional
(6E) Datos relitivoz ala presentacion de la solicitud PCT Facha: 02-04-09
Fecha de presentacion de la zolicitud;  26-03-08 He publicacion: WO 2009/041626 A1
No. de solicitud: PCT/JP2008/067507
(54) Titulo: EQUIPO DE REACTIVOS PARA ANALISIS DE MUESTRA Y METODO DE ANALISIS DE MUESTRA

Resumen - Reivindicacion(es);

Reivindicacién numero 1.-

Equipo dé reactivos pars analizar una wisestra para medir bazéilos ylo eritrocitos nucleados <n 1a muestra, que comprande: un primar
reactivo que cantisne un agente ensioactive calidnicn, un agants tengioactivo na ionico y ur 4cido carbeilice aramitico, que puade
lisar eritrociteg y pusde dafar la mambrana calular de 103 leucocitos de modi que +& pusda permear 5 través da la migma un tinte

fluoregoants, y un 3egundo reactivo que contiens &l tints fluorsicents capaz ds tefir dcido nudsico,




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUFERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION ___ PCT _¥_ MODELOD DE UTILIDAD __ DISEAIO INDUITRIAL __
(21) M de zolicitud: (22) Facha ds solicilud: 03-03-10

(&1) Clasificacion Intermnacional: GOTN 33/49

(71)Solicitants(s): SYSMEX CORPORATION

(72) Invanioi(sz):  Taisuys MARIFAWA; Tomahine TSUJI, Feiko MORIYAMA; Yuji ITOSE; Shinichire OGUNI Ayumu rOSHIDA; Zaan SUZUF] y

Toshihiro MIZUKAML
(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE
(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
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EQUIPO DE REACTIVOS PARA ANALISIS DE MUESTRA Y METODO DE

ANALISIS DE MUESTRA

RESUMEN-OBJETO ¥ FINALIDAD DE LA INVENCION

iédn proporciona un  ejuipoe  de

& muescra Jgue

reactivo due contlene un agente
agente tensiocactive no  1dnico y  un  4cido  cavrboxilice
10 aromdtico vy un sSegundo reactivo gue contiene un  tinte

y un metodo para

ar una muestra usando

15

20

25

JLLCCO: 214120.DOC v.l/font=6

M



EQUIPO DE REACTIVOS PARA ANALISIS DE MUESTRA Y METODO DE

ANALISIS DE MUESTRA

e invencidn se refisre a un equipo de

reactivos y método jpara andlisis de células sanguineas en

una muestra bioldgica.

En =l campo de las pruebas de laboratorio, s muy
importante el andlisis de los componentes sanguineocs en
nuestras cuande se diagnostican varias enfermedades de
érgancs circulatorios o similares de sujetos. Dependiendo
dal tipo de enfzrmedadss, pueds incrementarses o disminuic 21

niners de células sanguineas particulares, <o en  algunos

casos las células sanguineas que normalments no 2xisten &n
la misma aparecen e&n la sangre periférica.

Recientemente, se¢ comercializan varioz contadores
autoimdticos de células sanguineas en los cuales se aplican
los principios de citometria de £lujo. Al usar estos

clasificar v contar de forina auvtomética las «<células
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Normalmente, los leucocitos se pueden clasificar

en cinco especies, linfocitos, nonocitos, neucrdfilos,
eosinédfilos y basdfilos. Entre estos, &5 pequefic 1 numero
de basdéfilos contenidos en las muestras sanguineas. Por lo
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dcida. Al utilizar estas caracterist

de basédfiles de otros tipos de lencocitos con el tvatamiento

Japonesa No Eraminada Numsro HEIT 7(1 94512 (Documento 2
de Patente).

Una emergencia de eritrocitos nucleados provoca

& leuvcocitos, que da error
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para wedir el nlmero de eritrociteos nucleados, y por

Publicacidén de Patente Japonesa No Examinada Numero
10(1998)-339729  (Documentc 3 de  Patents) describe
discriminacién de eritrocitos leados de los leucocitos

Sin emnbargo, la necesicdad de tratamien
cwclusivos para células sanguineas rezpectivas  como
describe en los ocumentos 1 a 2 de Patente, anteric
para la clasificacidn de baséfilos o eritrocitos nuclea

un

requiere una gran cantidad de tiempo y hace complicado o

aunenta el tamafo del apavato de medicidén. Adenas, el
de mal:iples rezactivos exclusives para célulaz zanguin
respectivas hace costoso el costo totel para la pru
sanguinea. Por consiguiente, se prefiere Jue

5 exclusivos para células sanguinsas  szan

menos posibles.

Al  tratar las muestvas sanguinesas bajo
condicién dcida se pueden medir tanto los basdfilos como
eritrocicos nucleados. Por lo tanto, existe la posibili
que tanto los basdfilos como los eritrocitos nucleados
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n d Patente

o

rata bajo una condicidn acida. La Publicaci«

Japonesa No EBExaminacda Nimero 2002-143261 (Documento 4 de

n

Patente) describe que se pueden medir los hasdfilo los

[0}
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eritroklastos (eritrocitos nucleados) al mezclar una nuestra
con una solucidn acuocsa gue contiene un  agente
tensioactivo y un  agente lisador de eritrocitos Jue
permice gque los leucociitos y las células znormales es
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el estado adecuado para tincidr
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nande un agsnte de

intensidad de la luz dispersada con un citdmetro de

los leucocitos difeventes de los basédiilos, eapecialmente en

una muestra sanguinea para la cual haya transcurrido un

pericdo de tiempo despuds de su recoleccidn, en algunos
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Medios para Solucionar los Problemas

La presente invencidn es un equipo de reactivos
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55 nucleados en la muestra, Jgue comprende:
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l<

un &cido carboxilico arvomédtico, gque puede lisar ervitvocitos

y dafiar una membrana celular de leucocitos de modo que un

un  segundo  reactivo que contiene el tinte
luorescente capaz de tefiir dcido nucleico

todo

ﬁh

Adicionalmente, la presante invencidn ea un m

o
th

para analizar una muestra que conprende los  siguientes

lisar eritrocitos en la muestra y daflar una

-

menkrana celular de células sanguinsas de modo gque un tinte
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tefilr las células dafiadas en

irtud del segundo reactivo anterior,
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Efecto de la Invencidn
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haséfilos de otbtras células sanguineas y & pusden contar a

pruebas mas precisas
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rnuestra en el Ejemplo 1.

analizan muestras usande los reactives de  andlisis  de

ta dispersogramas cuando se

nalisis de

(w0
l_l
<
[at)
o
L
(T
DM

analizan muesctras usando los reac

muestra en el Ejemplo 2.

La Figura 7 representa dispersogramas cuando 3se
analizan mnuestras uwsando los  reactivos Jde  analisis  de
nuestra en el Ejemplo 3.

La Figura & vrepresenta dispersogramas cuando se
analizan muestras usande los veactivos de andlisiz  de

La Figura 9 vepresenta dispersogramas cuando se
analizan muestras usando los rveactives de anédlisis  de
nuestra en el Ejemplo 3.

La Figura 10 representa dispersogramas cuando se

analizan muestras usando 1los reactiveos de andlisis  de

La Figura 12 vepressnta dispersogramas cuando e

1]
:—J
!_1
il
o
i~
pad

nmuestras usando leos reactives de  andlisis  de
muestra en el Ejemplo 4.
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muestra en el Ejemnplo 6.
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La Figura 2
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analizan mnuestras usande los reactives de  andlisis  de

La Figura 22 vrepresenta dispersogramas cuando se
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correlacicones entre los resultados de andlisisz de una
s de andlisis Jde muestra del
lisis de la muestra usando

un método  convencional para andlisis de mnuestra. (A)
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de la relacidén de eritrocitos nucleados.
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ienen grandes grénulos acidos gue se tifen con tintes

basicos. Los eritrocitos nucleados también se llaman

2  humancs, que incluys zangre,

fluidoe de médula &sea, urea, una musstra tomada =n a

Los presenies inventores, COT resultado de

estudic extensivo, han encontrado que se puedsn discriminar

O

mds claramente los eritrocitos nucleados y los base
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De acuerdo a una modalidad Jde la presente
invencidn, el equipe de veactives para andlisis de muestra

que contiene un agente tensioaciivo catidénico, un agente
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reactivo gue contiene el agente tensicactive catidnico, el

los eritrocitos nucleados a un grado tal gqgue el

fluorescente pusade psvinsar las menbranas. Debido a esto, én

de los bhasdfilos y de los eritrocitos nucleados y se encogen
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eritrocitos nucleados. Por consiguients,
pusdan discriminar de 103 laucociteos diferesntes de  los

basédfilos y de los eritr
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reactivo qus contizne el

tinte {flucrescenie capaz de tefir Acido nucleico, los
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El agente tensicactivo catidnico puede lisar los
eritrocites vy dafiar las menkranas celulares de los
leucocitos vy de los eritrocitos nucleados, El agente
tensicactivo catidnico es preferentementce un tipoe de una sal
de amonio cuaternario o sal de pividinio. El agente
tensicactivo catidnico del tipo de sal de amonio cuaternario
es preferantemente una sal de amonio cuaternario Jgue tiene

= 4»%7——1%’6 X )

ser los mismos o diferentes, y son un Atomoe de hidedgeano, un
) I T e ] 3] . 16 .  een
grupo Cigalguilo o un grupo Cg-garalguilo. R &5 un grupo
Cg-1galguilo, un grupo Cgojgalguenilo o un grupo Cggaralguilo.
X" es un anibén

El grupo Cigalquilce para r13, R y R incluye

metilo, etile, propile, butile, pentilo, hexilo, heptilo,

. o ‘ 14 15
octilo y similares. El grupo Csgaralguila para R, R y R

incluye bencilo, fenetilo vy similares. De  mansra
~ 14 1 ~ - - - - ~ -~
prefersnce, rRY, R’ v R™ son un grupo Cigalgquilo tal como

metilo, etilo y similares

El grupo Cg-galguile  para R incluye octilo,
decilo, dodecilo, tetradecilo y similares. El grupo Cg-
F incluye octenilo, decenilo, oleilo vy
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algquilo de cadena recta de 10 a 18 &tomos de carbone tal

como decilo, dodecilo, tetradecilo y similares.
El anién X incluye iones de haldgeno tal como F,

o del tipo de sal
de piridinio es preferentemente la sal de piridinio Jue

tiene la siguiente fdrmula (IV):

En la f£érmula (IV) anterior, RY es un grupo Cg-
1galquilo. X7 es un anidn.

El grupo Cg-i1galguilc incluye un grupo Cig-1g2lquilcs

de cadena recta tal como decilo, dodecilo, tetradecilo vy

catidnico dincluyen bromuro de deciltrimetilamonio, clovuro
de  dodeciltrimetilamonio, bhromuroe de octiltrimetilamonio,
cloruro de octiltrimetilamonio, bromuro de
lauriltrimetilamonio, cloruro de lavriltrimetilamonio,
bromuro de mirisctilirimetilamonio, cloruro de
niristiltrimetilamoniao, clorurao e laurilpiridinio y
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para dafar las membranas celu
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los eritrocitos nucleados. Esta concentracidn preferil

~
w
I_—J

pueds determinar facilmente, por ejenplo, al observa

estado de las membranas celulares o similares bajo un

preferentemente de 300 a 9000 my/L, de maneu

)
=
an
)]
T
e
n
—h
(2]
L]
(3]
ps
purs
(0}

dz 400 a 2000 mg/L, y dz manera mds praferentz de 500 a 7000
g /L. Sin embargo, la concentracidn se puede ajustar de

Ten:

n

icactivo

u

X

manera apropiada de acuerdo al tipo del agente

dnico usado.

1-=-

cat
Cuando e&s demasiado baja la concentracidén del
agente tensicactivoe catidnico, puede no s3er posible, eéen

algunos casos, la discriminacién exacta entre los basdiilos

esto s& considera gue 235 qgqus los lesucocitos no 3¢ danan de

iciente cuando es demasiado baja la concentracidn

ivo catidénica, da nmodo gue =5 peguena la
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nucleados y los leucoci

del agente tensicactive catidnico, de mode Jque no €3 posible

la discriminacidn exacta entre 1los evitrocitos nucleados vy
los leucocitos diferentes de los baséfilos. PO

3tAd dentro del
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se pueden lisar de

manara eficiente sin dafiar Jde wmansra zxcssiva las membranas
celulares de los leucocitos y de los evitrocitos nucleados.
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transcurride  un incervaleo de tiempo  después de su
oleccidn, las células sanguineas tal comno los lsucocitos

son susceptibles a dafio debido a su cambio morfoldgico
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levcocitos diferentes de los basdfilos, de modo gue én

algunos casos no es posible la discriminacién exacta entre

los eritrocitos nucleados y los leucocitos diferentes de los
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polioxiscilen-alquil-&ter es preferentementes uno Jue tlene

=
X.—l
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la sigui

n la formula anteriorn, R¥® es  un grupo Cia-

228lquilo o un grupo Ciz-zzalguenilo. n es de 10 a 30.

nt
¢Ha
R'® -0 (GHz GHOJm~(GH GH o 0)n-H (V1)

L 4 e

n la férmula anterior, R es un Jrupo  Cip-

5

3

s de

w

o
i)
l_l
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un grupo C-alguenilo. m es de 1 a 10.

,_
b
(3]
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10 a 30.
El agente tensiocactivoe no idnico tipo aceite de
ricine polioxistilsznado 25 praieranismanis uno Jgue tiene la

siguiente férmula (VII):
0 O—fCHzCHzO)xH
I
CHz —0—(CH2 CH2 Qv ~C~(CGH2 )7 CH= H(‘vat‘Hx SHa)s0Hy

l 0 0O-(CH2 CH20)y H
i

. Lo . o Vil
CH—0O=(CH2 CHz O ~C~(CH2 17 GH=CHGH s GHICH 2 )s CHa VI

' O O*(GH')CHoO) H
GiHe =O—(CHa GHa (‘},,—C (CGH:> 17LJH—CHCH:C‘H( SH2 )5 CH3

En la férmula anterior, la suma de k, n, m, =, VY,
y z es de 10 a 60.
no  idnico tipo aceite de
ricino hidrogenado polioxietilenado =23 preferentemente uno

gue tiene la siguiente férmula (VIII):
O- (CH2CGH20)x H
CHz =0~(GH2 CHa O~ C (CH2) me(C,H 2)5GH3

O O (CH2CH20)y H
CH—OQ—{(CH: GH» (“nm-C (CHz me(CH )s CH3a

viih

‘ 0 Q- -(CH2GH20):H
GH» -0—-(GH2 CGHz O)n (.: (O H‘V)‘]UnH!CHa\):LHa

En

—

a férmula anterior, la suma de k, n, m, X, VY,
y z es de 10 a 60.

El agente tensicactivo no idnico tipo esterol
tile

nado es3  preferentemente  uno gue  tiene la
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Tipo esterol

( v

hi policowistilenads &5 prefazrenteamente uno Jque

irogenado

tiene la siguiente férmula (X) o (XI):

HaC
H3G CH3
SN2 N “CHa

H3C CaHs X)

H-(D0Hs GHz 0 =07 ™ s

en donde n es de 20 a 30;

H=(QGHa CGHa ) p -

en donde n es de 20 a 30.

El grupo Crz-ppalguile incluys dodecileo, hexadscilo
y grupes similares. El grupo Ciooppaliuenilo incluye olzilo y

grupos similares. Cuando n en las

.

es demasiado alto, no se dafian de mansva suficiente las
membranas de las cé&lulas sanguineas De manzra similar,
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cuvando la suma de k, n, m, X

(VIII) antericres e3 demasiad

no se dafian de manera suficiente.

especifica polioxietileno(l6)-oleil-éter,

policwiztileno (20)-cesiil-&ter, polioxietileno(20) -
polioxipropilenc (8) —cetil-éter, polioxietileno (30) -
policozipropilenc (6)-decilieiradecil-éter, aceite de vicino
nolioxmicetilenado(20), aceite cle ricino hidraogenado
polioxietilena (20), aczite de ricino hidrogenado
policxiztilenado (50), fitosstancl soliomiztilenada (25) Y
similares. Entrz estos, zon particulavmente prefaridos

ajustar de manera apropiada de acuerdo al tipo usado del

Cuando es demasiade baja la concentracidn del
agents tensicactivo no idénico, en algunos cazos pusds no ser

poailble la discriminacidn exacta entre, particularmente, los
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basdfilos, debido a gue no se puede suprimir =1 da

v & las membranas c¢zlulares de los leucocitozs y de

particularmente, los basdéfilos y los lewcocitos diferentes

de los baséfilos, debido a gue se suprime el dafio por el
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1lares de

El primer reactivo comprendes de manzra preferente

al mencs un Acido carboxilico gue tiene al manos un anillo

presente come “Yécide carboxilico aromdtico”) o una sal del

ss pueden

lisar de manera efectiva los sritrocitos &n un tismpo brs

Ja
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sanguineas, en algunos casos. No se conoce la razdn de este
valor falsamente alto, sin =nbargo, 3¢ puede Tensr Como
hipdtesis que las células sanguineas difsrentes de los

yresentan tamafio, forma o intensidad flucrescente similar

=

como los kasédfiloes. Al probar las mues

El &dcido carbovilico aromdtico usado se selecciona

M

de manera indiztinta de &cidos orgénicos que tienen al menos

un anille aremédtico en la molécula o sales de los mismos.

erido  incluye A&cido

La conceniracidén del écido carboxilico aromatico o
reactlvo no se limitan de
mansra espacifica 2an tantoe gque &l pH del primer reactivo

-ervalo descrito méds adelancte, y de manera

dcido carboxilice  avemdtico, no  puede ser posible  la

discriminacién exacta de los haséfilos debido a qus no se

nteirior. Por ot

sa
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consiguiente, cuando la concentracidén  estéd  dentro del
intervalo anterior, se discriminan de forma exacta los
eritrocitos nucleados vy los hasédfilos de otras células

sanguineas.

rimer reactivo,

Cuando se trata la mue

n
=
a
Q
[l
l..—l
b}
=
—t

los eritrocitos se lisan de mansra prefsvente, Jque perturban
la medicién de eritrocitos nucleades y baséfilos. En

jeneral, los eritrocitos se perforan en la mambrana celular

[¥1]

g

de los mismos a una presidn osmdtica de aproximadaments 150
mOsm/kg o menor v llegan a szr dpticawents Lransparantes
dzzpuiz dz la fuga de henoglobina del  intz

eritrocitos  (hemélisis). Los  eritvocitos Opticamente

medicidn
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dos reguerimientos es de 20 mOsm/kg a 150 mOsm/kg. Al
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Los basdéfilos tienen una caracterlistica tal dque

I

[N

son dificiles de ser destruidos en comparacién a otros

leucocitos bajo una condicidn acida. Po

- consiguiente, el

de 2.0 a 4.5, de

1
o]
o
(T
=
(T
pos
purt
[

y la fluorescencia de los eritrocitos sin niocleo, de mwodo

medicidén de los evitrocitos nucleados ni de los lesucocitos.
I del primer reactivo se& pusds ajustar con un

anortiguador. El agents anovtiguador preferido es el

w
[Un]
1]
3
@

que tiene una pla dentro de + 2.0 del pH deseado, & incluye,

, &cido maldédnico,

0
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primer reactivo no 32 linita de manera especifica en tanto

que se pueda mantener el intervalo anterior de pH.

Adicionalmente, es adecuade combinar el Acido
carhoxilico areomético v &l agente amovtiguador debido a ue
se puede mejorar el desempeio para la discriminacidn de los

eritrocitos nucleados. La combinacidén del agente
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amortiguador vy é&cido carboxilico arométice incluye, por

mismos, écido mélico vy Acide ftédlicoe o una ssl de los
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mismos, 4cido ciltrico y &cido salicilicoe o una
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mismos, acido ciltrico vy acido ftélic
mismos, acido madlico y &cido benzoico o una sal de los
mismos, éacido madlico y acidao

y un &cido benzoico o una sal del mismo.
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ito tal como NacCl,
cambign 3¢ puede

ajustar por media dz

‘_J
[3]]
C
T
c
a1}
(9]
1_‘
e
(]
l_—l
[x]]
O
( i

anortiguador.
El primer reactivo se puede obtener al disolver

1o nsicactivaes y 2l Adcido carboxilico arcmatico o

wn
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47}
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una sal del mismo asi como £l agente amortiguador opcicnal
en un solvente apropiado de modo que sz pusdan obtensr las
concentraciones antzsricorves, vy opcicnalments ajustar <l pH

con NaQH, HKCl o similar. El solvente apropiado no se limita

i)

de manera especi
COMPOneEntses nteriores, 2 incluye, por sjemplo, agua,

solventes organicos, mezclas de 1los mismos vy similares. Los

erido més adelante como “DMSO”).
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censa.  Por otra pavte, los evitrocitos nucleados se tifen

=

.

débilmente y emiten fluorescencia débil. Debido a 1la
diferencia en la susceptibilidad a ser tefido con el tinte

fluorescente, Se pueden discriminar los eritrocitos
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nucleados de los baséfilos o leucocitos dife

e
Q
n
Cn
=
X_l
l__l
o)
n
=
O
(M@
9]
(w0
n
9}
l._l
Q
]
O
1]
l_l
=
D
1
[\
-
w
%
T
[>1]
=
D))
l_l
[a1]
ko]
o
(%)
O,
[
()
l_J
n
3
(0]

la diferencia en la intensidad fluorzscente enktres lsucocitos

y eritrocites nucleadas, sin enbargo, pusds ser debido a que
la incorporacién del tinte en £l nicle
debido a la condensacién del nlcleo (ADN) de los evitrocitos

nucleados.

incluye uno gue se usa en Jgeneral en la técnics. El tinte

fluorescente contenido en el ssgundo veactive incluye los
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en donde R! Y R? 3on, 1os mismos o diferentes entre si,
grupo alguilo;
4
R
3 7
O= .
4 \ / T\
\ es 0 ) >,__
\LMJ
RG
5 \)-'-‘—\
R 7
’ — @,
As ) €s 0 /
pE 0, e
—~—- /
-7
, \/
//

R}, rfY, ®° v R® son, los mismos o diferventes
si, un 4tomo de hidrdgeno o un grupo algquilo; vy ¥
anién;

A%/
l7
R
; - . 7 8 - T B
en donde R’ y R° son, los mismcos o diferen
si, un grupo alquilo gque contiene opcionalmente
acido;
20 RS
(h)—,
%es 0
25
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y R, B, R" y R son, los mismos o d
dtomo de hidrédgeno o un grupo &cido, con la condicidn que
uno de R’ a RY sea/tenga un grupo Acide; y el grupo Acido
qua puads pressntarss =n R a RY puede formar uns sal, con

la condicidn que cualguiers de los grupos &cidos gue pueda

carse en R a R es5 un grupo Jdel cual sz ha liberado

En la presente especificacién, el grupo algquilc en

cadena recta o una cadena ramificada. El nmimero de Atomos de

X" en la f£érmula (I) incluye iones de haldégeno tal

Como se usa en la presentce, &l grupo acido Jgue

pusde estar praisnts an la férmula (IT) incluye tanto un

grupo capaz de libera un protén cono un  grupo capaz  de

liberar un protdén del cual se ha likevade el protdn. ElL
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grupc capaz de liberar un protdn incluye un grupo carboxilo,
ulfénico, fosfdérico o similar y es preferentemente un Jrupo

sulfénico.
El1 grupo é&cido puede formar una sal. La sal

potesic o similac, De mansira preferente &5 una sal de sodio

usads, pueds s una o mds eapsciszs. El tinte fluorescente

se puede obtener de Hayashibara Biochemical Laboratories,

Inc.

La concentracidn del tinte en el reactivo de
andlisis de muestra de la presssate invencidn se  puede
seleccionar d& manera apropiada de acusrds al tipo deal
tintce, y en general s de 0.01 a 100 ng/L, de manera
preference de 0.1 a 10 mg/L y Jde manera mas prefarente de

manera intensa debido a gque tiene mayor afinidad hacia los
leucocitos que hacia los eritrocitos nucleados. Por

eritrocitos nucleados se pued Jiscriminar de mansra mas
precisa de los leucocitos diferentes de los baséfilecs y los

baséfilos.
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El segundo reactivo se pusde obtener al disolver
el tinte fluorescente en un scolvente apropiado de modo Jque
se puede obtener la concentracidn anteriocr. El solvente

apropiade no se limita de manera especifica en tanto Jgue

pueda disolver el tinte fluorescente, e incluye agua,
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ra anédlisis de muestra de acuerdo a
una modalidad ds la presents invencidén comprenden los pasos
de:
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sanguineas datadas en virtud del segundo reactivo anterior,
aplicar luz a las células sanguineas tefidas para
obtener informacidén de la 1luz Jdispersada < informacidn

fluorescente, vy

nucleados en la muestra en kase a la informacidn Jde la lu:z

=~

d

M

i~

S5

spersada y de la informaciédn fluorescente.

En el paso de tincidn, se mezclan el primer

PR N

reactivo lisan los eritroci

membranas celulares de las células sanguineas de modo gue un
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orden para =1 mezclado del primer reactive, &l segundo

reactivoe v la rnuwestra. Bl primer reactive y &1 segundo
reactive se pusden mercclar, y entonces esta mezcla se puede
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r con la muestra. De manera al:cernativa, el primsr

reactivo y la muestcra se pueden mezclar, y entonces &sta
mezcla se puede mezclar con &l segundo reactivo. Se pueden
obtencsr vresultados similares de medicidn con cualquier

orden.

En el pasc de tincidén, la mnszcla del primer

reactivo, el segundo reactive y la rnuestra se  hace
: [} N
rzaccionar Jde mancera prefersnte a 15 a 30°C, prelzrentemente

de 30 a 45°C durante 5 a 120 segundaos, de man:
’

( ll
m
o]
=
(8]
I=h
(]
[
0]
=]
et
(]

citémetro de flujo. Las células sanguineas tefiidas se

de flujo del citdmetro de flujo, permnitiendo de este modo
que se  obtenga informacidén de la luz dispersada e

ormacidn de la luz

dispersada no s limita de mansra sspecifica en tanto gque la
luz dispersada seca mnedibls por un citénetro convencional,

O
1—
Y]

comercial de flujo, e incluye el ancho del impuls
intensidad y similares de la luz dispersada tal como luz

di

(D

parsada directa (=s decir, angule de vecepcidn de luz de
aproximadamnente 0 a 20 grados), luz dispersada lateral (por
ejemplc, Aangulo de recepcidn de luz ds aproximadamsnte 90
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nucleados y los bhaséfilos y otros componenies y
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directa, cono 3¢ muestra en la Figura 1 por ejemplo, los
eritrocitos nucleados, los basé

diferentes de los basdéfilos se

la agrupacidén de leucocitos diferentes de los baséfilos vy

WBC rapresanta la agreupacidn  de  leucocitos. En este

(]

dispersograma, los eritrocitos nuclzsados aparecen an  la
regliién cuya intensidad fluorsscente &3 menor Jque aguella de
los leucocitos. Por consiguiente, se& puedsn discriminar de
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es mayor dque agquella de los lesucocitos diferentes de los

bas4filos. Por consiguiente, se  pusdsn discriminar los

zcoleccién, no se pueden discriminar de manera precisa los

los  dispersogramas empleando intensidad flucrescente e
intensidad de luz dispersada directa. En &3cos casos, =@

puede usar la informacién de luz dispersada direscta y la

informacién de luz dispersada latzral. En el di

(e
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lateral e intensidad dispersada diracta es mayor que aquella

de otros leucocitos. Por consiguiente, s& puedsn Jdiscriminar

los haséfilos de otros leucocitos. Adicionalmente, CoOmo £

(]

describe anteriormentce, se pueden discriminar 1

O
n
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eritrocitos nucleados de otros leucocitos de acuerdo a la
Figura 1. Pox lo tanto, las células que se incluyen &n ambas
regiones en las Figuras 1 y 2 se puseden calcular como
ilos, de modo gue se pusede llevar a cabo una nedicidn
més precisa de los baséfilos.

Las posiciones de las agrupacicnes para cada una

que contienen cada célula sanguinea con el equipo de

reactive de la presente modslidad y llevar a cabo las

mediciones.
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manera especifica, cuando se  identifica una  agrupacidn
celular en un disperscgrama =n una posicidn donde ciertas

células se suponen Jque aparecen, se identifica el centro de

pusds identificar como un arca gque &3t& encre &l centro y un

Adreca en la cual aparecs otra agrupacidén celular y &3 hasta
una parte en la cual aparece cierta agregacidn cslular

concencrada. Las células gue aparecen en esta area
identificadas se pusden contar como las clertas células
relacionadas. Ademids, al contar los leucocitos difesrentas de

los bhasédfilos, 3¢ pusde calcular la rslacidén de los
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en la presente

eritrocitas nuclesados s&  representa
porcentaje de los ervitvocitos nucleados aparecidos por 100

oo la unidad “células / 100 WBC”.

l,._l
m
et
(9]
[}
¢
l_l -
t
O
in
i
[¥7]
M
(3]
i
D
|_J
|_l
[¢]
0
9!

Al usar el equipo de veactivos y el nétodo para

andlisis de muestra de acuerdo a las presentes modalidade

n

las agrupaciones formadas por eritrocites nucleados vy
hasdfilos, rvaspectivaments, s& separan de mansra clara de
las agrupaciones formadas por otras células sanguineas de
nodo que se puede llevar a cabo un conteo mads preciso.

La presente invencidn se explica adicionalmente
por los siguientces sjemplos. Sin enbargo, 3e debe reconocer

guz se pusden efectuar verias alteracionss y modificaciones

P_l
=
l_l
t
A }]
]
I_J
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l_l
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I_l
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n
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siguientes Ejemplos son bromurs  de  deciltrimetilamonio
(DTABR) y cleorvuro de dodeciltrimetilamonio (LTAC).

ntes tenscactivos no idnicos usados en los

Los a

[(n]
(D
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Polioxietileno(16)~oleil-éter (nombre de producto:

producto: NIKRIOL BC-20T¥%); Polioxiztilens (20)

LR i

)
[}
|_l
r_r

il-éter (nombre de producco: NIKKOL

PBC-44); Polioxietilen (30) polioxipropileno (6) -

oy

30);

(3]
I
1~
[\
O,
M
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=
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producto: NIKIOL FEN-4¢

>
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v
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s,
(M
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)
[n]
J—
=
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-
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1=
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(_U

nado (20) (nomhre de producto:

NIIIOL CO-20T¥) ; Aceite de rezino hidrogenado

ln
O
l_.l
l_]
Cr
™
l_l
(1
ct
l_l
l_v
(T
=
.
1]
I3
O
I
=
z
(m)
=
=
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=
(T

de producto: NIKKOL HCO-20);

wjznado policxiecilenado (50) (nombre de

producto: NIKKOL HCO-50); F

B

itozsscanol polioxietilenado(29)

(i
p]

(nomlzre de producto: NIKKOL BPSH-25).

Todos 1o antervior 32 puede obtener de  Nikko

Los é&cidos carboxilicos arométicos usados en 1os
siguientes Ejemplos son é&cido salicilico, Acido ftalico,

RIS SV St S A Y

dcido benzolico, &cido hidroxibenzoico vy Acido amincbenzoico.

VPR L

BEjemplos son NI-52%9, NK-2670, NI-3750, Ni-2332, Nil-1840, KK-

9001, NKR-2002, NI-2%29, NK-2

(@8]
~J
&

Nii-5056, WNI-32¢6 y NII-2&20.

Todos =stos s pueden obtenzsr Jde Hayashibara Bicchemical

a

Laboratovises, Inc. Las férmulas quinicas de estos tintes se

presentan en la Tabla 1.

el

-3
l_l

abla
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Férmula general Nonbre de estructura
tinte R1 R2 R3 R4 X
Ry Ra
N/ | if@ NK-529 CH, CHs H H 1°
N: C R aN o
I} \
R x- R NK-2670 CH, CH, H H C10.
NK-3750 CH; CH; H H BF,
NK-3383 CqHy CqHs H H Cl04
NK-1840 (CHy) 35057 (CH;) 3S05Na H H -
NK-9001 (CH;) 4503 (CHjz) 4SO3Na H H -
NK-9003 C4Hg Cq4Hs SO;Na S0;” -
R3 Rs
NK-2929 CHa CH; H H Cl104”
N NP NNy NK-3375 CHa Cily H H I-
1+
R, X~ kz
NK-5056 (CHz) 4S03” (CH2) 4805~ H H -
N (H) (CoHs) s
4
2 » .
Ra NK-3265 CHj CH, H H Cl04
NZ /&¢%;;t§ NK-3620 CaHs CqHo H H clos*
é\ %= ‘RZ

Ejenplo Comparativo 1

En este Ejemplo Comnparaciva, las muestras
sanguineas para las cuales han transcurrido cercs de 8 horas
después de su recoleccidén sz analizarvon al usar el método

tres sujetos se wmidieron en el contador automdtico de

Q
D
1—
ot

las sanguinzas XE-2100 (Sysnex Corporation: squipado con

ldser wojo de semiconductor (622 nm)) para contar &l numero
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de leuwcocitos totalss y 21 nimero de basdfilos. En basz a
estos resultados de conteo, se calculd 1 relacidén  de
Lasédfilaos. Se usd Stromacolyser-FBITI (Sysmex Corporation)
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Como resultado, se confirméd gue los contenidos de
los basédfilos en estas muestras estuvieron por arviba del
valor normal (mds adelants =i la presente estas nmusstras se

ieren come nuestras 1, 2 y 3 de BASO, respectivamentsa).

La relaciédn de bhasédfilos en las muestras 1, 2 y 3 de BASO

fue de 0.8%, 2.4% y 1.6%, respectivamente. Estos rasultados
se usaron como rsferencias para Ejemplos 1 y 2.

Los eritrocitos nucleadeos contenidos en  las
mussiras sanguineas tomadas ds tras sujstos difersntez de

contador automdtico de células sanguineas XEBE-2100 para

Stroimatolyser-NR (Sysmex Corpovation) como el reactivo. Se
1 las nuestras sanguinsas para las cuales han
transcurride aproxinadansinte 8 horas después da su
recoleccidn.

Come resultado, se cont

irmd que los eritrocitos
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nucleados estuvieron presentes en estas muestras (mé&s
adelante estas nuestras se vefieren como muescras 1, 2y 3
de NREC, respecolvamentce) . La relacidn  de critrocitcos
nucleados an las muestras 1, 2 vy 3 de NRBEC fus de 4.4

células/100 WBC, 1.9 células/100 WBC y 1.3 células/100 WBC,

respectivamente. Estos resultados se usaron coma referencias
para los Ejemplos 1 y 2.
Ejemplo 1

En este ejemplo, se gprepavaron <21 primero  y
segundo reactivos gue conprendean las Sigulentes

1 acuosa  que contiene 0.5 mM  de
salicilato de sodio, 10 wM de &cido DL-mAlico, 2000 ppm de

LTAC, y 1000 ppm de BO-16.

Primer reactivo B:

Es la solucidn acucsa gue contiens 0.5 mM  de

salicilato de sodio, 10

=]

aM de DL-mélico, 1500 ppm de LTAC, y
1000 ppm de PBC-44.

Primer reactivo C:

=

i

Es la solucién a ne 10 mM de

0
[(t]

uosa que conti
salicilato de sodio, 2000 ppm Jde LTAC, y 1000 ppm de BO-16.
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Primer reactivo D:

Es 1la solucidn acuosa que contiene 10 mM de

salicilate de sodic, 1500 ppm de LTAC, y 1000 ppm de FBC-44.

Es la sclucidén acuosa que conciens 0.5 mM  de
ftalato Acido de potasio, 10 mM de acide DL-mélice, 2000 ppm
de LTAC, y 1000 ppm de BO-16.

Primer reactivo F:

Fh
cr
[s1]
l_.l
jUJ
t
(@

N

cido de potasio, 10 mM de acido DL-malico, 500 ppm de
LTAC, y 1000 ppm de PBC-44.

Segundo reactivo:

Es uno en el cual se disolvieron 15 mg de NK-3383

en 100 mL de etilenglicol.

Fl primer reactivo (1 wl), 20 uL del segundo
reactiveo y 20 upl de la muestra sanguinea (muestra 1, 2y 3
de BASO o muestra 1, 2 y 3 ds NRBC) =e mnezclaron
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analizaron para medir los basdfilos, 1lcs eritrocitos
nucleados y los leucocitos totales en la muestra de
nedicidn Es

avtomdtico de células sanguineas ¥E-2100.

Para la muestra de medicidén se obtuvieron un
primer dispsrsograma que tiene dos ejes de la intensidad de

luz dispersada directa vy la intensidad £fluorescente y un

intenzidad de
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igura 4 muestra los primera
obtenidos en las madiciones de las muestras 1

y 2 de NRBEC para las cuales han pasado aprornimadamente 8
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cuales han pasado 5
calcularon en el
Ejemplo.

Tabla 2

las rmuest

horas después

1 Co

(21
[N
@
=

o
:__l
0

de su recol

mparativo

Muestras usadas

Ejemplo

Relacién de
bas6filos en el

Ejemplo Comparativo

segundo reactivo

(%)
i Relacién de
Reactivos usados )
' bas6filos (%)
Primer reactivo A y 11
segundo reactivo )
Primer reactivo B y 11
segundo reactivo '
Muestra 2 de BASO (8
Primer reactivo C y
horas después de 1.2
) segundo reactivo
recolecciédn sanguinea)
Primer reactivo Dy 1 0.8
1.
segundo reactivo
Primer reactivo E y 12
segundo reactivo '
Primer reactivo F y 1.2
segundo reactivo )
Primer reactivo Ay 3.5
segundo reactivo '
Primer reactivo B y 3.8
segundo reactivo )
Primer reactivo C y 3.5
Muestra 2 de BASO (8 segundo reactivo '
horas después de Primer reactivo Dy 3.6
recolzccidn sanguinea) segundo reactivo ’ 3.4
Primer reactivo E y
3.7
segundo reactivo
Primer reactivo F y
3.7

Tabla 3
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Muestras usadas

Ejemplo

Relacién de
eritrocitos
nucleados en
Ejemplo Comparativo
(células/100 WBC)

Reactivos usados

Relacién de

eritrocitos
nucleados
(células/100
WBC)
Primer reactivo Ay 5.3 4.4
segundo reactivo
Muestra 1 de NRBC (8 Primer reactivo B y 4.6
horas después de segundo reactivo
recoleccidn sanguinea) Primer reactivo C y 4.2
segundo reactivo
Primer reactivo D y 4.5
segundo reactivo
Primer reactivo E y 4
segundo reactivo
Primer reactivo F y 4.2
segundo reactivo
Primer reactivo Ay 1.8 1.9
sequndo reactivo
Primer reactivo B y 1.8
segundo reactivo
Primer reactivo C vy 2.1
Muestra 2 de WRBC (€ segundo reaccivo
horas después de Primer reactivo Dy 1.8
recolecciédn sanguinea) segundo reactivo
Primer reactivo E y 2
segundo reactivo
Primer reactivo F y 2
segundo reactivo
La Figura 3 muestra gue los  basdfilos  se
discriminan de manera clara de los laucocitos diferentes de
los hasdfilos cuando se usaron los reactivos de muestra de
acuerdo a la presentz modalidad. La Figura 4 musstra Jus 32
discriminan claramente los eritrocitos nucleadoes de  los
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manera precisa el nimero y la relacidn de los mismos a los

leucocitos totales al identificar células que parecen &n

ciertas éareas en losz dispersogramas como se muestra en las
Figuras 3 y 4 como basédfilos y evitrocitos nucleados.

calculadas en el Ejemplce 1 estuvieron cercanamente andlogas
a las relaciones calculadas en el Ejenplo Comparativo 1. Por
lo tanto, se confirvind que 3¢ pueden medir los eritrocitos
nucleados v los haséfilos con los reaccives de andlisis de

caso cuando se usd otro reactivo para

Ejemplo 2

jplo 1 mara medir las muestiras sanguineas
para las cualzs han pasado aproximadamente 50 horas después
2 I X 2

de su recoleccidn. Bl nédtode de mediciédn Zue £l mni

[_u

Smno Como

el Ejenplo 1 excepto por las musestras sanguineas uvsadas. En

esce ejemplo se midieron la musstra 2 o 3 de BASO y la
muestra 2 o 3 de NRBC jpara las cuales han pasado
aproximadaments 50 horas después ds su recoleccidn.
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Similar al Ejemplo 1, para la muestra d

se obtuvieron un primer disparsograma que tiene doz ejes de

laz muestras 2 de BASO para laz cuvale: han transcurrido

primer dispersograma obtenido por las medicicnes en las

muizstras 2 de WNEBZ para las cualas han transcurridos
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leucocitos cotales, los haséfilas y los eritrocitos
nucleados vy se calculd la relacién de bhaséfilos y la
relacidn de eritrocitos nucleados. La Tabla 4 mnuestra las
relaciones de basdfilos de la nuestra 2 y 2 de BASO para las

cuales han transcurridoe aprozimadamsnce 50 horvas dsspués de

4 represenca las relaciones vespectivas de los baszéfilos,
calculadas de acusrdo al primer dispersograma (la intenzidac

segundo  dispersograma (la intensidad Jde  luz  disparsada
directa y la intensidad de luz dispersada lateral). La Tabla

15

20

25

nuestras 2 y 3 de NRBC para las cuales han transcurrido
aprozimadamentce 50 horas después de su rescolaccidn, que se
calcularon en este Ejenplo.

Muestras usadas

Reactivos usados

Relacién de basdfilos (%)

Irntensidad de luz

dispersada divacta,

Intensidad de luz

dispzrsada dirzscta,

segundo reactivo

intensidad de luz intensidad
dispersada lateral fluoreascente
Muestia 2 de BASO (50 Primex reactivo Ay 3.6 3.3
horas después de segundo reactivo
racoleccién de Primer reactivo By 3.6 3.6
sangre) segundo reactivo
Primer veactivo E y 3.6 3.5
segundo reactivo
Muestira 3 de BASO (50 Primer reactivo F y 3.4 3.4
horas después de segundo reactivo
recoleccién de Primer reactivo C y 1.6 1.6
sangre) segundo reactivo
Primer reactivo Dy 1.8 1.9

JLLCCO: 214120.DOC v.l/font=6

66



10

15

N
(@)

25

@

49

Muestras usadas

Reactivos usados

Relacién de eritrocitos
nucleados (células/100 WBC)

Primer reactivo A y

1.9
segundo reactivo
Primer reactivo B y
Muestra 2 de NRBC (50 horas 1.8
segundo reactivo
después de recolecciédn de
Primer reactivo E y
sangre) 1.8
segundo reactivo
Primer reactivo F y
1.8
segundo reactivo
Primer reactivo C vy
Muestra 3 de NRBC (50 horas 1.1
segundo reactivo
después de recoleccién de
Primer reactivo Dy
sangre) 1.2
segundo reactivo
Las Figuras 5 y 6 muestran que los basdfilos en
las muestras para las cuales han transcurride
aproximadamente 5 horas después de su  recoleccidn  ze
discriminan claramente de los leuvcocitos diferences de los

JLLCCO: 214120.DOC v.l/font=6
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usarcon los reactivos de andlisis de muestra de acusrdo a la

nucleados, respactivamsnts, aun en las muestras para las

recoleccién, se cohtuvieron ds mansra precisa ¢l numero y la

relacidéon  de los  mismos a las lencocitos totales al

dispersogramas como Se muestra ein las Figuvas S y € cono

i=h

—

basdfilos
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nétodo del Ejemple 1 Comparacivo, las relaciones de los

haséfilos de las muestras 2 y 3 de BASO para las cuales han

decm o PR - O [n] e -~ - w] - o L -~ .]_.
ranscurridao aproxinadanzsnie 3 hovas dzspues de su

[
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o
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0
ire]
i
()
t
-
<
V)]
=]
et §
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[31]
1]

relaciones de los eritrocitos nucleados de las muestras 2y
3 de NEBC para las cuales han transcurrido aproximadamsnts 8

lulas/100

D

veron 1.9 v 1.3 ¢

______ M L Nl

Ejemplo 1 Comparative y en las Taeblas 4 y 5, las relaciones

I—'
[y
(_U
D
l__o
1
(W]
(]

plo 2 fueron cercan

Cll

mmente andlogas a las

ras d& sangre
para las cuales ha transcurrido un periodo de tismpo despues
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de su recoleccidn, con los reactivos de andlisis de muestra
dzl presente sjenplo can precisamsenie comd 21 cazo cuando se
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n
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o

basdfilos calculados para la muestra para la cual han

ranscurride  aproximadamence 50 horas  después  de  su

cranscurridao aproximadamente 3 horas dezspués de su
recoleccién. De acuerde a los resultados de la muestra 2 de

cranscurridao aproxinadamnznie 50 hora después de su
recolaccidn fue cercanamente andloga a la velacién de los

han transcurrido aprowimadamsnte & horas despugs dsz su
recoleccidn.

Poi

L]
Q

onsiguienite, se confirmd gue se pueden llevar
a cabo madiciones altamente precisas con los reactivos de

andlisis de muestra de este ejemplo aun cuvando se use la
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En studiavron las combinaciones
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del agente znsicactivo catidnico, DTAB, y varios agente

i

tensiocactivos no idnicos. Se prepararon ¢l primero y segundo

Es la solucidén acuosa que contiene 10 mM  de

salicilato de sodic, 3000 ppra de BO-16 y 3000 ppm de DTAB.

Primer reactivo B:

Es la solucién acuosa que contiene 10 mM  de
salicilate de sodio, 7000 ppm de BO-16 y 7000 ppm de DTAB.

Primer reactivo C:

Es la solucién acuosa que contiens 10 wM  de

salicilato de zodio, 25 3000 ppm de PBC-44 y 5000 ppm de

Es la solucién acuosa gue concliene 10 mM  de
salicilato de sodio, 7000 ppm de PBC-44 y 7000 ppm de DTAB.

Primer reactivo E:

Es la solucidn acuosa gue contciene 10 mM de

O]
fu
l._l
[
0
]_J
I—l
W
(w0

to de sodic, 2000 ppm de BC-20TY y 2000 ppm de DTAB.

Primer reactivo F:

[\
w
Y
l_l
l_!
@)
I_J -
I_J
[V
(ui
(@)
Q.
w

Es la sclucién acucsa Jue conitien

sodic 10 M, 2000 ppm de BRC-20TX y 5000 ppm dz DTAB.
Primer reactivo G
Es la solucidn acucsa que contiene 10 mM  de
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salicilato de sodic, 3000 ppm de BPSH-25 y 7000 ppm de DTAB.

Es la solucidn acuosa que contiene 10 mM de
salicilate de sodic, 7000 ppr de BPSE-25 y 7000 ppm de DTAB.

Primer reactivo I:

Es la solucidén acuosa gue contiene 10 mM de

salicilato de sodio, 5000 ppm de HCO-50 y 3000 ppm de DTABR.

Primer reactivo J

Es 1la olucién acuosa que contiene 10 M  de
salicilato de sodic, 7000 ppm de HCO-50 y 7000 ppm de DTAB.
Primer reactivo K

Es la solucién acuosa que contiene 10 mM de

salicilate de sodic, 3000 ppm de HCO-20 y 5000 ppm de DTAB.

Primer reactivo L:

Es la solucién acuosa gue contilene 10 M de
salicilato de sodio, 7000 ppr de HCO-20 y 7000 ppm de DTAB.

Primer reactivo M:

Es la soclucidn acuosa que contiene 10 mM  de

salicilato de sodic, 3000 ppm de CO-20TX y 5000 ppm de DTAB.
Primer reactivo N:
Es la solucidn acucsa que contiene salicilato de

sodio 10 mM, 7000 ppm de CO-20TX y 7000 ppm de DTAB.

ot
l_!
<
(e}
O

Primer reac

Es 1la olucidén acucsa que contiene 10 mM  de
salicilate de sodio, 32000 ppm de PEN-4630 y 5000 ppm de

JLLCCO: 214120.DOC v.1/font=6
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DTAB.

Primer reactivo P:

3
0

la sclucién acuosa dque contiene 10 M de
salicilato de sodio, 5000 ppm de PEN-4630 y 7000 ppm de
DTAB.

Segundo reactiv

O

Es etilenglicol qus contisne 300 pprn de NII-32C3.

El primer reactive (1 mlL), 20 pL del segundo

confirmado la pressncia de BASO o NRBC (rnwuestra 4 d& BASO o
musstra 4 de NRRBC) se mezclarvon completamsnts, y la mszcla
obtenida de esta manera se dejd alcanzar 41°C durante 10
segundos para obtener la nuestra de medicidn., Similar a
Ejenplo 1, se midieron los basdfilos, los eritrocitos

nucleados y los leuco

{1
1
i
O
wn
c

usando el contador automdtico de células sanguineas XE-2100.
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Para la nmnuzstra de medicién prepavada d la

musscra 4 de BASO, sz obtuvieron un primer dispsrsograma Jque
la intensidad fluorescente y un segundo dispsrsograma  Jue
iens dos sjes de la intensidad ds luz dispersada dirvecta y
la intensidad de luz dispersada lateral. Para la nuestra de
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mnediciénm preparada de la muestra 4 de NRBC, se obtuveo un
iene dos ejss de la intenszidad de 1luc

Pl

dispersada directa y la intensidad fluocrescente. Las Figuras
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tensicactive no idnico. Ademds, se muestra ¢ue 32 discrimina

de los leucocitos difesrentess de los basdfilos cuando se usan
los reactivos de anédlisis de muestra en los cuales se
combinan DTAB y el agente tensicactivo no idnico.

También se mostrd que se discriminarcon en forma

clara los haséfilos contenidos =n la muestra 4 de BASO usada
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De esta mansra, dehido & qus se discriminan de

manera clara los baséfilos y 1 itrocitos nucleados,
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respectivanence, s= pusds  obt

numero v la relacidn de los mismos a los leucocitaos totales
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dispersojramas, Como
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1
|_l

salicilato

Primer reactivo B:

Es la solu

salicilato de sodiao,

Es 1la
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ucidn acuosa gque contiene 10

solucidn

solucidédn acuosa dJue
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ntificar células que aparecen en ciertas areas en 1los

se muestra en las Figuras 7 a 10, cono

nM  de
1000 ppm de BO-16 y 1000 ppm de LTAC.
acuosa que contiense 10 mM  de
5000 ppm de BO-16 y 2000 ppm de LTAC.
acuosa gue contiene 10 mM de

1000 ppm de PRC-44 y 1000 ppm de LTAC.

ne 10 mM  Jde

|_J
(T

acuosa  que  coniti
5000 ppm de PBC-44 vy 2000 ppm de LTAC.
contiene 10 mM de

1000 ppm de BC-20TX y 1000 ppm de LTAC.
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Es la solucidén acuosa que contiene 10

salicilato d

n

sodio, 5000 ppm de BC-20TX y 2000 ppn de

Primer reactivo G:

Es la s

)

D

lucidn  acuosa que contiene 10

salicilato de sodio, 1000 ppm de BPSH-25 vy 1500 ppn d

Es la soclucidn acuocsa que contiene 10

salicilato de sodio, 5000 ppm de BRSH-2S5 y 2000 ppm ok

Es la solucidn acuosa oue contiens 10
salicilato de sodio, 1000 ppm de HCO-50 y 1000 ppm de

Primer veactivo J:

Es la solucidn acuosa gue contiene 10

Q.
D

galicilato de sodic, 7000 ppr de HCO-50 y 2000 ppm

Es la solucidén acuosa gue contiene 10

salicilato de sodio, 1000 ppm de HCO-20 y 1000 ppm de

Es la solucién acuosa que contiene 10

to de sodic, 7000 ppna de HCO-20 y 2000 ppm de

Es la seolucién acucsa que contiene 10

salicilato de sodio, 1000 ppm de PEN~-4630 y 1000
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Es la solucidén acuosa gue contiene 10 mM  de
salicilato de sodio, 5000 ppm de PEN-4630 y LTAC 1200 ppn.

Segundo reactivo:

Es etilenglicol gue contiene 300 ppm de NK-3383.
El primer veactivoe (1 mbL), 20 pL del segundo
reactivo vy 20pl de la nusstra de sangre para la cuvual ze ha

confirmado la presencia de BASO o NREC (musstra 5 de BASO o

—

musstra 5 de NRBC) se mezclaron completaments, y la mezcla
obtenida de esta manera se dejéd reacciomar a 41°C durante 10
sequndos para obtensr la muestra de mediciédn., Similar al
Ejeuplo 1, s5e midiero:
nucleados y los leucocitos totales y la muescra Jde medicidn
usando el contador automdcico de células sanguineas ¥E-2100.
Se midieron las muestra sanguineas para las cuales han

ranscureidao aproXxinadamence 8 horas despuis de su
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lad da luz dispersada directa vy la

intensidad de luz dispersada lateral. Para la mnuestra de
medicidén preparada de la musstra 5 de NRBC, s= obtuvo un

cdi

N

persograma  que tizne dos ejes de la intensidad de lu:

dispersada directa y la intensidad fluorescente. Las Figuras
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Los Ejenplos 3 y 4 muestran dque las
nucleados y los hasdfilos en las muestran

pueden discriminar claramente de

al usar los

se combinan

idnicos.

o

Ejemplo 5

combinaciones

amortiguadorss.

tienen las

siguientces composiciones. Bl pH del primsr reactive a3 3.0.
Primer reactivo A:
Es la solucién acuosa que contiene 10 mM ftalato

n

dcido de potasio, 0 mM de &cido

i

y 2000 ppm de LTAC.

reactivo B:

Es la solucién acuosa gue contiens 5
dcide de potasio, 5 mM de &cido DL-m&lico LHnM,

BO-16 y 2000 ppm de LTAC.
Primer reactivo C:

d
[
!__l
3
(T

i

dgue
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dcido de potasio, 9.7 mM de &cido DL-midlico, 1000 ppm de BO-

16 yv 2000 ppm de LTAC.

Primer reactivo E:

Es la solucidén acuosa que contiene S5 mM de
salicilato de sodio, 5 mM de &cido DL-mAlico, 1000 ppm de

PBC-44 y 1500 ppm de LTAC.

Es la solucién acuvosa que contiens 1 mM  de
salicilato de sodio, 2 mM de acide DL-wmélico, 1000 ppm de

e}
[ss}
¢
S
1S
L<
l_—l
o
(=]
O
w5
lne]
=
o
o]
t—|
!
o>
@]

Es la solucidn acuosa gue contiene 0.22 nM de
salicilato de sodio, 10 mM de &cido DL-wmédlico, 1000 ppm de
PBC-44 y 1500 ppm de LTAC.

Primer reactivo H:

1 acucsa que conitiene 5 mM  de

salicilato de sodio, 5 mM de Acido DL-malico, 1000 ppm de

BO-16 y 2000 ppm de LTAC.

Primer reactivo I:
Es la solucién acuosa que contiene 1 M de
salicilato de sodio, 9 mM de Acido DL-mélico, 1000 ppm de

BO-16 y 2000 ppm de LTAC.

Primer reactivo J:

Es la solucién acuosa gue contiene 0.24 nM de
salicilata de sodio, 10 mM de Acide DL-wmélico, 1000 ppm de

JLLCCO: 214120.DOC v.l/font=6
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BO-1 2000 ppm de LTAC.

[s)}
L<

Segundo reactivo:

reactive y 20pl de la muestra de sangre para la cual se ha
irmadoe la presencia de BASO o NRBC (rauestra 6 de BASO o©

muestra 6 Jde NRBC) s&¢ mezclaron completamencte, y la mezcla

obtenida de esta mansva se dejé reaccionar a 41°C durante 10

segundos para obtensr la muestra de medicidén., Similar al
Ejenplo 1, se  nidieron los  hasdiilaos, los erit t
nucleados y los leucocitos totales y la muestra de medicidn

transcurrido aprowinadansnte ) haoras después de su
recoleccidn.

Para la mnuestra de medicidén preparada de  la
muestra 6 d= BASO, se obtuvieron un primer dispersogramna Jque

la intensidad flucorescente y un segundo dispersojrama que
tiene dos ejes de la intensidad de luz dispersada directa vy

a lateral. Para la musstra de
medicidén preparada de la muestra 6 de NRBC, s&¢ obtuvo un

dizpersograma que %<iene dos 2jes de la intensidad d2 luz

N
O]

_____ S

disparsada dirzcta vy la intensidad fluorescente. Laz Figu
15 a 17 muestran los dispersojramas respectivos.
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2]l agente amortiguador. Ademas, se muestra Jgue

se discrimina claramente los eritrocitos nucleados de los

cuandso las reactivos de andlisis de muestca se usan an las
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y el

Tanbién se mostrd cue los basdfilos contenidos en

cualquiera del segundo y primer dispersograma Jgue tienen dos

intensidad d

[a)

incensidad d

luorescente,

h

e luz dispersada latsral, y dos

la

intensidad de  luz Jdispersada  direct Y z
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En la Figura 15, se identificavon los baricentros

de las agrupacionss de eritrocitos nucleados, bazdfilos vy

valores de la intensidad flucrescente Jque corresponden a los

baricentros vrespectivos, y se compararvon los  valores

agrupaciones

conacido (ver Pubklicacién de Patente Japonzsa No Ewxaminada

cuando se usaron los reactivos de andlisis de nuestra gue
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itos nucleados y la
leucocitos
_____ para el reactivo con
mayor concencracién de &cido mélico (primeros reactivos C vy
D).

Se observé una tendencia similar a las Figuras 16
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contienen

Como  resultado, se mostrd gue se mejora el desempeno de

discriminaciédn de particularmente eritrocitos nucl
coniz r el &cido carboxilico aromdtico vy el

amortiguador.

Ejemplo 6

En este Ejenplo, se usaron varios tintes
fluorescentes comne <l tinte fluorescente en el sgundo
reactivo. Se preparvavon ¢l primero y segundo reactivos gque
tienen 1 siguientes conposiciones. 1 pH del primer

Es la solucién acuosa Jque contclene

ftalato Acido de potasio, 10 M de &dcidoe DL-mal
de BO-16 y 2000 ppm de LTAC.
Segundo reactivo A:

Es etilenglicol gue contiene 150 ppm de
Segundo reactivo B:

Es etilenglical que conciene 150 ppin de

Es etilenglicol que coniiene 150 ppm de
Segundo reactivo D:
Es etilenglicol que conitiene 150 ppm de

Segundo reactivo E:

JLLCCO: 214120.DOC v.l/font=6
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Es etilenglicol gque conti

I_J
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ppn de

Segundo reactivo F:

NK-9001.

Es ecilenglicol gue contiene

‘_l
w
D
o]
T
=
o
g

Segundo reactivo G:

D
)
(=)
(]
(o3
{0

Es etilenglicol qgue contien NK-9003.

ppm

Segundo reactivo H:

—
(83}
(]

Es etilenglicol gue contiens ppm de NIX-2929.

Segundo reactivo I:

Es etilenglicol que contiene

N
l_l
4]
(=]

—

T
=
-
),
M
Z
=

|
)
D
~J
U

Es etilenglicel gue contiens 300 ppm de NK-5056.

‘?2

~eact

.

Segundo

-~

VO

Es

D

tilenglicol gue contiene 150 ppm de NK-3266.

Segundo reactivo L

D,
1f]
Z
—
“N
|
)
o
XD
o

Es etilenglical que contiene 150 ppm

confirmade la presencia de BASO o NREC (muestra 7 dz BASO o
v conmpletanente, y la mezcla

abtenida de esta manera 32 dejd reaccionar a 41°C durante 10

segundos para obtener la muestra Jde mediciédn. Similar al

18

Ejemploe 1, se midieron hasdfileos, eritrocitos nucleados vy

leucaocitos totales en la nmuestra de medicidn usando el

contador automitico de células sanguinsas HE-2100.
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les han transcurrido aproximadamenitz & hovas despuis de

su recoleccidn.

Para la muestra de medicid:

s}

o
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m

i
A%
[8Y
Q.
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@
l_l
AT

muestra 7 de BASQO, se obhtuvieron un primer dispersograma Jue
iene dos 2jes de la intensidad de luz dispevsada di

n segundo Jdispersograma  Jue

tiene dos e&jes de la intensidad ds luz disperzada directa y

aramente
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los basédfilos contenidos ein la muestra 7 BASO usada en este

Ejemplo de los leucocitos diferentes de los basédfilos en
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intensidad de luz dispersada lateral, vy

De esta manera, debido a Jque

claramente los basdéfilos vy los  eritrc

=

d

d O3

la

<

citos

e, 3¢ pusede obtener ds manera

ninero y relacidn de los misnos a leucocitos

]
3t}
0n
O
ih
I_!
l_l
UJ

L<
[¢3]
=
]._l
cr
=
O
O
I..l -
c
()
97}
b
[
(9!
I_J
)
W3]
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O
W

hidro-ibenToato de  sodi O, A-hidr u_«_]_]:l\":l'l:l"la (M0]
aninohenzoato e potasio COND Acid

que tienen las siguientes < HTHLIH"'S"l ciones,

reactivo es 3.0.

=
=~
O
Q
O
ct
l.—l.
<
O
b=

Prime

benzoatoe de potasico, 8 mM de Acido DL-né

PBC-44 y 2500 ppm de LTAC.

-

Primer reactivo B:

(23]

s la solucidén acucsa gque cC
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benzoato de potasic, 7 M de &dcido DL-mélico, 1000 ppm de
PBC-44 y 2500 ppm de LTAC.
Primer reactivo C:

Es la solucién acuvosa gue contiene 4 mM  de

@

benzoatoe de potasio, 6 mM « dcide DL-mélico, 1000 ppm de

PBC-44 y 2500 ppm de LTAC.

Es la soclucidén acuocsa que contiense 7 M de 4-

hidroxibenzoato de sodio, 3 mM de Acide DL-wméalico, 1000 ppm
' P

Es la solucién acuosa que contiene ¢ nM de 4-

hidroxibenzoato de sodic, 2 mM de acido DL-mAlico, 1000 ppm

Es la solucién acuosa que contiene 4 mM de 3-

hidroxibenzoato de sodio, 6 mM de acido DL-mélico, 1000 ppm

Es la solucién  acuosa gue contiene 5 mM o 3-

hidroxibenzoato de sodio, 5 mM de

)

dcido DL-mélico, 1000 ppm
de PBC-44 y 2500 ppm de LTAC.

Primer reactivo H:

Es la solucién acucsa que contiene 1 wM  de

henzoate de potasio, 9 mM de &cids DL-mdlico, 2000 ppm de

JLLCCO: 214120.DOC v.1/font=6
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-16 y 2800 ppm de LTAC.

Primer reactivo I1:

Es la solucién acuosa que contiene 2 mM de 4-
aminochenzoato de potasic, 8 mM de é&cido DL-malico, 2000 ppm
de BO-16 y 2600 ppm de LTAC.

La solucidén acuosa que contliene 2 mM de ftalato

2z

dcido de potasio, 10 vM de &cido DL-mé&lice, 1000 ppm de PBC-

44 y 2500 ppm de LTAC se usd como una el ncia para los

(l’
i
(l’

z

primeros reactivos A hasta G, y la scolucidn acuosa que

contiene 0.5 mM de ftalatce écido de potasio, 10 mM de acido

2z

DL-mé&lico, 2000 ppm de BO-16 vy 2800 ppm de LTA usd cono

O)
37
M

Es etilenglicol gue contiene 150 ppm de NK-3383.

El primer reactive (1 mwk), 20 pL del segundo

reactivo y 20 pl de la muesira de sangre para la cuval se ha
confirmado la preszncia ds BASO o NRBC (muestrazs § y 9 de

Similar al Ejemplo 1, se mnidieron los baséfilos, los

]
pat
l_l
i
I—
[
]_
r

tos nucleados y los leucocitos totales en la muestra

de mnedicién  usando el contador  automdtico de  células
sanguineas XE-2100. Se examinaron las mnuestiras sanguineas

para las cuales han transcurrido aproximadamente 8 horas
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Para las musastras de medicién preparadas de las

muestras 2 y 9 de BASO, se obtuve un primsr di

l—‘

spersograma
gque tTiene dos ejes de la intensidad de luz dispersada

directa v la intensidad fluorescente Yy oun segundo

dizpersogranma qua tiens dos zjes Jde la intensidad de luz

laceral. Para las muestras dz medicidn prsparadaz de las

musscras 8 y 9 de NRBC, se obtuvo un dispersograma que tiene

clarvamente los hasdfilos de los leucocitos diferentes de los
hasz&dfilos en cualguier caso. Ademéds, se muestra Jque se
discriminan claramente los eritrocitos nucleados de  los
baséfilos v de los leucocitos diferentes de los basdéiilos en

cualquier caso.

También se mostrd gue 3¢ discriminaron claramence

quz  tienen dos ejes Jde la intensidad de luz dispersada
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De esta manera, debido a que se discriminan
claramente los basdfilos v los eritrocitos nucleados,

respectivamente, el numero y relacién de los mismos a 1los
levcocitos totales s2 puede obiener de manara precisza al

identificar células que aparecen en clertas &reas &n los

dispersogramas, como se muestra &n las Figuras 21 a 22, como

»

basédfilos y eritrocitos nucleados.

Ejemplo 8

Combinacidén de ftalate Acido de potasico y benzoato de

potasio
En este ejemnplo, se estudiaron las combinaciones

de ftalato é&cido de potasico y henzoatoe de potasio como 10S

Es la solucidén acucsa que contiens 2 aM de

dcido de potasio, 10 mM de 4cido DL-mé&lico, 1000 ppm de PBC-

Es la sclucidén acucsa gue contiene 1.5 nM de
talato 4cido de potasio, 0.5 mM de henzoato de potasio, 10
mM de é&cido DL-wmé&lico, 1000 ppm de PBC-44 y 2500 ppm de

LTAC.
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Primer reactivo C:

Es la solucidén acucsa Jque contliene 1,33 M de
ftalaco dcido de potasio, 0.66 mM de henzoato de potasio, 10
mM  de &dcido DL-mélico, 1000 ppma de PBC-44 y 2500 ppm de
LTAC.

Primer reactivo D:

Es la solucidén acuosa que contiene 1 wM de f£talato

dcido de potasio, 1 wM de benzoato de potasic, 10 mM de

Es la sclucidén acuocsa gque contiene 0.66 mM de
talato &cido de potasic, 1.33 mM d& benzoat

M de Acido DL-méliceo, 1000 ppm de PBC-44 vy 2500 ppm de

Es la solucidén acuosa que contiene 0.5 nmM de

talato Acido de potasio, 1.5 M de bhenzoato de potasio, 10

mM de écido DL-mélico, 1000 ppr de PBC-44 y 2500 ppm de

L

Es la solucién acuocsa gue contiene 2 mM  de

@

benzoato de potasio, 10 mM de éAcido DL-mélico, 1000 ppm d

PBC-44 y 2500 ppm de LTAC.

Es etilenglicel que contiene 150 ppm de NK-33E€3.
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Ngre para lLa cual se ha

confiirmads la presencia de BASO o NRBC (muesstra 10 de

0
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muestcra 10 ds NRBC) se

=
D
™M
(9]
l_l
[8J]
-
(&)
C
s
l_l
{1
ct
a3}
=
(1
]
ct
(L]
~
Q e
l_l
i3
o
3]
(9]
I_J
W

obtenida de esta wmanera se dejd reaccionar a 41°

segundos para obtener la muestra de medicidn, Similar al

nucleados y los leucocitos totales en la muestra de medicidn

ico de células sanguineas ¥E-2100.

recoleccidn.

Para la musstra de mwmediciédn preparada de 1la

—
=
o
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(w)
-
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X_I
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chiuve un disperacgrama que tiene dos cjes de 1la

nten

)_l .
n
l..l

lad de luz dispersada directa y la intensidad

luor

i
(1)

scente. La Figura 23 muestra loz dispersogramas
respectivos.

La Figura 23 muestra que 52 discriminan clavamante
los basdfilos de los lsucocitos di
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nucleados se discriminan claramente de los basdfilos y de
los leuceccitos diferentes de los hasé

caso.

» que los baséfilos contenidos en

LAY

También se mostr:

la nuestra 10 de BASO usada =n este sjernplo sz discriminaron
claramence de los leucocitos di
cualguiera del segunde y primer dispersogramas que tienen
dos ejes de la intensidad de luz dispersada directa y la

ntensidad de luz dispersada lateval, y dos s=jes de la

ntasmas se reduce

wn
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i
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m
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(a3
T
=
Q

talato 4dcido de potasio vy
que la fraccidn de WBC y la fraccidn de NRBC se discriminan

claramente con  benzoato de  potasio. Al usarlos &n

De esta manera, debide a que se discriminan

respsctivamente, s& puede obtensr d: mansra precisa el

ninero v relacidin de los mnismos a leuwcocitos totales al

clertas Areas en los
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la Figura
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Ejemplo 9

Medicidén de muestra sanguinea para la cual ha transcurrido

<

mnpo después de su recoleccidn

fo
o
(¢}
O
t
I_l
([l

en muestras sangulneas para las cuales ha transcurrido poco
tienpo después de su recoleccidn con los reactives de la

eje =x» dz la intensidad fluorescente y &l eje y de la
intensidad de luz dispersada directa. Se preparavon el

Primer reactivo (agente de hemélisis):

Es la solucién acuosa que contisne 2 mM de ftalato

(VN
0
I_J.
Q.
o]
o3

sio, 10 mM de &cideo DL-wAlico, 1000 ppm de PBC-

p1

e ot

Wj

44 y 2000 ppm de LTAC, El pH del primer reactivo es 3.0.

Segundo reactive (solucidn de tincidn):
Es etilenglicol que contienen 50 ppm de NK-2283.
lLas muestras sangulineas usadas fueron:

muestras; y

<
L

confirmado la presancia de NRBC (muestras de NRBC): 12
muestras.

Todas las nuestras de sangre son agu

(U
I_J
l_l
Y
w

T
0
=
)
—
V)]
0]
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cuales ha transcurcido aproximadamsnts ds 2 a 7 hovas

después de su recoleccidn.

El primer vreactivo (1 k), 20 pL del segundo

fum—

reactive y 20 pl de la musstra de sangre (musstra ds BASO o
NRBC) se mezclarvon complecamsnte, y la meszcla obienida de
esta m ra se dejd reaccionar a 41°C durante 7 segundos
para obtener la muestra de medicién., Similar al Ejemplo 1,
se midieron los baséfilos, los eritrocitos nucleados y los

contador avtomdtico de células sanguineas XE-2100.

Para las muestras de mnedicidn preparadas de las

nuestras de BASO o NRBC, se obtuvieron dispsrsogramnas que
tienen dos ejes de la intensided de luz dispzrsada divacta y
la intznsidad fluorescence. La Figura 25 muestra uno ds los
disperaogramas de la medicién de muestras de BASO. La

de muestras de NRBC.

Las Figuras 25 y 26 muestran Jque los presentes

',.)

reactivos permitaen la separacidn Jde NRBC y BASO an  1a

nuclzados comno las células que aparscsn en clertas regiones
y s& contaron. Las relaciones de los basédfilos y de los

JLLCCO: 214120.DOC v.l/font=6
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eritrocitos nucleados a los leucocitos totales se obtuvieron

de los numeros obtenidos de células.

4. o

Los numeros de leucocitos

v
[}

ales, Jde haséfilos vy

de eritrocitos nuclzados y las relacicones de basédfilos vy
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mismo procedimiento come el Ejemplo Comparativo 1.

las medicicnes con los veactivos antericores (primer reactivo
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La Figura 27 muestra due Llos o

correlacidn entre los resultados obitenidos con los pressntes
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La presente solicitud se rvefiers a las solicitudes
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REIVINDICACIONES
1. Equipo de reactivos para analizarvr
para medir basdfilocs y/o  eritrocitos nucleados

nuestra, ddue comprende: un primer reactivo Jgue
agente tensicactivo catidnico, un agente ter

arcmdtico, gue

eritrocitos vy puede dafiar la membrana

leuvcocitos de wodo que sz pusda perm=ar través
un tinte fluorescente, y un segundo reactivo Jue

en donde el tinte fluorescente es al Menos
seleccionado del grupoe Jque consiste de un cinte

ct
l_l
M
f
[}
l__l
]
I=h
(@}
=
=2
jon
l_l
o))
(e}
[
=]
[}
=
QO
‘_1

M

en donde: R! y R? son, los

grupo algquilo;
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en donde: R

grupo algquilc

JLLCCO: 214120.D0OC

drdgeno o un grupo alguilo; y X7
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5

R /
~—~< Ay ) €s _(>j 0 < /

\Y
/

7

R® son, los mismos o diferentes entre si, un

es un anién; vy

\
1)
Y R®

~

3% R® 501, los mismos o diferentes entre si, un
» que contiene opcionalmente un grupc acido;

R10
9 .

@/(e’s \_/ </—“\

\Y% R*? son, los mismos o Jdifersntes entrs si, un

n

régenc o un grupo cido, con la condicidn gue
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pueda presentarss en R a R 23 un grupo <del cual se ha
liberado un protdn,
3. Egquipo de reactivo seguin la reivindicacidn 2,

3, en donde el grupo éacido que forma la 3al gqus pusds
presentarse en R a R¥2 an la férmula gesneral (II) &S un
grupce de una sal de metal alcalino.

5. Equipo de reactivo ssgin la reivindicacidn 1,
en donde 2l agente tensiocactivo catidnico ez un tipo dsz una

6. Eguipo de reactivo seguin la reivindicacidén 1,
en donde el agente tensicactivo no idnico es al menos uno

selzccionade dzl grupo gue consiste de un polioxietilen-

alquil-&ter, un polioxiestilen-poliocoxipropilen-alguil-éter,
un aceite de ricinoe peolioxietilenado, un acsite de ricino

hidrogenado policxistilenado, un esterol polioxistilanado y

esterol hidrog

un

m
T
=)
i
.
;
.
r r
l_l -
l.—J
W
3
3]
Q.
(0]

en donde el Acido carboxilico aromdtice &3 &l meEnog uno

dcido ftdlico, &cido benzolco, é&cido hidroxibenzoico, Acido
aminchenzoico y una sal del mismo.

8. Equipo de
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9. Eguipc de reactivo segun la veivindicacidén 1,
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primer reactiveo comprende un agente amortiguador
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en donde 21 agente amorciguador es al menos uno seleccionado
del grupo que consiste de acido mdlico, écido citrico, acido

tartarico,
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succinico.

11. Métoda para analizaer una muestra Jqus comprende

c0o3 en la mwwuwestra

97}

<

dafiar la membrana celular de células sanguineas de modo que

rescence,

i=n

pueda permear a través de las mismas un tinte £lu

O

reivindicacidn

<
l_v
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los baséfilos y/o eritrocitos nucleados en la muestra  &n

informacién de luz dJdispersada es informacidén  de  luz
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de clasificaciébn y conteo.

donde la informacidn de luz dispersada es i

1]

dispersada directa, y los basdfilos en la musstira se cuentan
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14. Método segun la reivindicacidén 11, en donde la

[{H]

ormacidén de luz dispersada lateral,

2 - .

y los basdéfilos en la nuestra 3£ cuentan &n kbase a la

—
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17. Eguipo de reactivos para analizar una muestra

para medir leucocitos y eritrocitos nucleados en la muestia,

U

que comprends: un primer reactivo Jua contiene un  ag

m

la muestra, que comprende: un primsr reactive gua contiens

2

iénico v un Acido carboxilico arvomético, qus pusde lisar
eritrocitos, vy un segunds reactivoe gue  conil iene un tinte

fluorescente capaz de tefir &cido nucleico, en dondez los

basé4filos y los leucocitos diferentes de los basédiilos se

(g

pueden diferenciar en bhase & la informacidén de  luz
dispersada obtenida de la muestra tratada con el primero y
segundo reactivos.

19. Eguipc de reactivos para analizar una muestra

eritrocitos nucleados y  leucocitas en la  wuwestra,  Jue
conprende:  un  primer  reactlvo  gue contleng un agente
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tensiocactiveo catidnico, un agente tensiocactivo no idnico y
un Acideo carboxilico arvomdtico, cue puede lisar eritrocitos,
y un segundo reactivo que contilene un tinte {luorescente

capaz de tefilr acido nucleico, en donde los basdfileos, los
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leuvuceocitos diferentes de los hass

nucleados y los leucocitos, se pusden diferenciar en base a

la informacién fluorescence y & la informacidén de luz
dispersada obtenida de la muestra Lratada con €l primero y

segundo reactivos.
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[Fig. 1]
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[Fig. 3]
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[Fig. 4]
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[Fig. 5]
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[Fig. 6]
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[Fig. 7]
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[Fig. 8]
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[Fig. 9]
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[Fig. 10]
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[Fig. 11]
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[Fig. 12]
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[Fig. 13]
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[Fig. 15]
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[Fig. 16]
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[Fig. 18]
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[Fig. 19]
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[Fig. 20]
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(Fig. 21]
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[Fig. 22]
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[Fig. 23]
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[Fig. 24]
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[Fig. 26]
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[Fig. 27-1]
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Traducido segln mi mejor saber y entender, este dia 2 de marzo de 2010,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,

Ras. 2177 de 1989, Ministzrio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADLICTORA OFICIAL
RES., 2177/29 MINJUSTICIA

O (e B
@&u it i . L
AMITA ESCOBAR. I1E TAMAYO

{JLLCCO: 213711.D0C v.113

A2
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ASSIGNMENT

The undersign,
Tatsuya NARIKAWA,
Tomohiro TSUJI,
Keiko MORIYAMA,
Yuji ITOSE,
Shinizhiro OGUNI,
Ayumu YQEHIDA,
Saor SUZLIKI, and
Toshihiro MIZUKAMI
domiciled in
o/ SYSMEX CORPORATION, &-1,

PRI RN

ZE A

o N

Walkinohama-kaigandori 1-zhome, Chuo-ku, Kobe-shi,

Hyogo 651-0073, Japan
herzhy state under oath to be trus joint inventors of
REAGENT KIT FOR SAMPLE ANALYSIS

/AND SAMPLE ANALYSIS METHOD

State, as well that assign, without reservations or
limitation, in favar of

SYSMEY. CORPORATION
A corparation organized and existing under the laws of
Japan
domiciled at
5-1, Wakinohama-kaigandor 1-chome,
Chua-ku, Kobe-shi, Hyogo
£51-0073, Japan
all rights inherant to said invention, and that tha ahove
mentionad corporation hersby is snabled to apply, in
its namz, for the corresponding patznt in the Republic

of Colombia.

s ’\/u / ;.,uu—;_,
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1. Tatsuya NAF‘IVAWA
Tomahiro TSUJI
Fazibo MORYAMA

ra

:)“w zu/%.!v..-fr«,ay

)]

4. Yuji ITO3E Loesd' Py,

5. Shinichira OGUNI /1 Mishye Joc
B Ayumu vOSHIDA . D N

7. Sacri SUZUKI S:*..u- Shaekr

[>]

. Toshihirng MIZUFAML - J c«z/w/wz,; ﬂ%,{y%

TRASPASO

Los abajo firmados

1. Tatsuya MARIKAWA

Tewrnohiro TSUL

Keiko MORIYAMA

. Yuji ITOSE

. Shinichire OGUNI

. Ayumu YOSHIDA
Saori SUZUKI y

Toshihiro MIZUKAMI
omiciliado en

) 74 D G e IO

=~ D

clo  SYSMEX  CORPIZRATION, 51,
Wakinohama-kaigandar 1--‘home, Chuo-k,
Kobe-shi, Hyogo 651-0073, Japdn

declaramas bajo juramentd ser Onicos y verdaderos
inventar de
EQUIPC DE REACTIVOS PARA A'\.l3 Lisis

DE MUESTRA V METCDO DE ANALISIS CE
MUESTRA

Declaramas asi mismo que cedemas y transferimos

sin reserva ni limitacian, a favor de

SYSMEX CORPZRATION

Ura sacizdad organizada y existentz de conformidad

con las leyes de

Japén
Jdomiciliada en

5-1, Wakinchama-kaigandori 1-chome,
C‘huu-ku Kiabe-shi, Hyoga
651 -007:3, Japdn

todos o3 derechos inherentes a dicha invencion y que
la zitada sociedad queda facultada para sclicitar en su
nombra la patents correspondients en la Republica de

Colombia

N



CERTIFICADO NOTARIAL

Alos

comparecio

dias Jdel mas de de 200

personalmsnts ants mi,

Neotario Pablico,

aquizn doy fé& de conocer y me consta que la
pErsona descrita y firmante

del documenta que preceds, declarando ante mi que
ctorga &l mismio para les fings y propdsitos que en

&l se expresan.

Notario Puablizo

NOTARIAL CERTIFICATE

On this

appearzd before me,

day of 200, personally

a Notary Publiz,

to me known and Fnown to mie to be the person
described inand who gracuted the foregoing

docurnent, and duly acknowledged toma

that zx=ecuted the same for the usas
and purpases therzin expressed.

Natary Public

A7
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APOSTILLE

(Convention de La Haye du & octobre 1961)

Country: JAPAN

This public document

has been signed by Rikio UDAGAWA
acting in the capacity of Naotary Public of the Qsaka

Legal Affairs Bureau

bears the seal/stamp of Rikio UDAGAWA, Notary Public

Certified

at Osaka 6. FEB. 10.2010
by the Ministry of Foreign Affairs

no, 0774

10, Signature:

(h o nr

Naomi ASANO

Seal/stamp:

For the Minister for Foreign Affairs
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NOTARIAL CEPTIFICATE

This is to certify that Mr. Hisayuki ITO an agent o
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iro TSUJI, Mz, Ileilio MORIVAMA,
Mr. Yuji ITO3E, Mr. Shinichiio OGUNTI, M. Ayumu YOSHIDA, Ms.

SUIZUKT and Mr. Toshihiro MIZUIZAMI hasz stated in my very

<
4

ya HARIIIAWZ, Mi. Tonchiro TEUJ

’

Ms. Ieilio MORIVAMA, Mr. Vuji ITOSE, Mi. Shinichiro OGUNI, Mr.
Ayumil YOSHIDA, Mg, Saovi SUZUNI and My, Toszhihiro MIZUIAMI

aclnowledged thenselves to have signed to the attached document .

Dated this 10th day of Febiruary, 2010

\ 12, HIRANO-MACH], 2-CHOME 7
N CHUD-K1, 0SAF A JAFAIv

NS
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CERTIFICATE

This- is to certify that the annexed Notarial Certificate has
been executed by Notary, duly authorized and practising in Osaka,

Japan, and that the Official seal appearing on the same is genuine.
pate  FEB 10.2010

Director of the Osaka Legal Affairs Bureau

N6



SUPLRINFENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RN IEAMERRA AR

27623- -00000
- LVASCR
-03-00 164922 [ ?o.zo DIR,NU
o 2%%&%?%!@! ‘v 378 FASENACIONAL

Act. 411 PRESENTACION Folics: 136

LISTA DE CHEQUEOD
ADMISION A TRAMITE - NUEVAS ¢ ?EACIONES

PATENTE DE INVENCION D

MODELO DE UTILIDAD D Art 33 Decisién 486/00
——————

Indicacién que se solicita una patents.

Datos de identificacidn de «

Descripe

————

e

qollulanle o de la persona qus presenta la solicity
30N de la invencisn

| Dibujos de ser estos pertinentas
' l ' l Comprobante de pago de |
Complela | I

as lasas establecidas (De ser el caso for, malo ce (|Eb(.,llL.|'|lO\

~Incompleta l
— ela |

PATENTE DE INVENGION PCT'IE MODELO DE UTILIDAD PCT- Lj Art.33 Decision 486

100, Circular Unica
\\_\\\sﬁu
A ndicacisn Hue se soliclta una PCT
: "
Yz [ﬁ Capia de la solicitye &n espafiol, tal como fue Presentada inlcialments (Gapfiluln descripliva, Vi
*&' - relvindicalorio, resumen) : : |
Dibujos de ser 8slos pertinentas
A0S | x| losdas | ; -
' Py l B s i .
Zl 3 I Zl Lomprobante de Pago de las tasays establecidas (de ser s caso farmato e descuenin)
Complata | )(l A ~ Incompleta l I .
DISENO INDUSTRIAL [ ] © (AL 119 Decisisn 48g/00) |
- e
I l dicacidn que se solicita Disefin inctustilal

|
Datos e ldenllnuauon del solicitante o

@ la persona que presenta la soliciiyxl
|:| I\epwwntaclun aréfica y fotngnallw del Disefio Inclustrial o muestrg el matertal que necorpora e
disefia
Lj Camprobante de Rago de las lasas aslablacicas
Carnplsta l:l Incarplata |:|
.\\\\*\\‘w
ESQUEMA DE TRAZADD [ ] |

(Art, 92 Declsion 486/00)
‘ ) Indicacian qus se salicita un esquema de lrazaclo

l Dalos de identificacian del solicitante o da la parsana {ue presenia la solisiltyc

l ::l Representacian grafica de un esquema da |

azgclo
l ' Comprabante dg Pago de |

as tasasg astablecidas

Completa l
S —

Incompleta I
s T —

————
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= Industria y Comercio

eI

Bogota D.C.,
2020

i

SUPERIMTEMDETNM CI1.A

Doctor(a)

LLOREDA RICALIPTE ALICIA
Apoderada(a) y/o Peprasentants da
SYSMEX CORPOPATION

REFEREHCIA Radizacién No. 10 027823
Salicitud internacional PCT/IP200%/0GT7507
Fecha inicio fase nacional 27/04/2010
Tramite 11
Evento 3va
Actuacion 430

Oficic No. 06620

Como resuliade del examen de forma, realizads con fundaments en el articuly 22 de la Decisidn 426 de la
Comisian de la Comunidad Andina, articuls 27 del Tratado de Cooperacidn en Maleria de Patendes (PCT), regla-
81 his del Peglaments y Circular Unica de la Superintendancia de Industria y Comercic, s& le comunica Jue:

1. El sclicitante debe presentar un nuavo titubo que permita identificar la materia de la cual trata la solicitud, ya
gque &l titula relacicnado no 2 encuantra con ba precisidn necesara para idsntificar clararments @l abjets de la
salicitud de patente. (Regla 4.5 POT, At 26-27 D-136, Circular Gnica &.2.9)

En -dumplmnwntu de o dispuesta por el articuly 29 de la Dacisién 486, se bz requisrs para gue Jdenirs ded térming
de dos meses siguientzs a la fecha de notificaciin del presente oficio, complate Iog requisitos antericementa
enunciados. En casa de no dar sumplimisnts &l presente requerimients, 1a solicitud $2 considerard akandonada y
perderd su prelaciin,

Hodifiquese @ presents oficiao -:onf-:;rmmli:spl.lé.st-:. en el pumeral 5.2, literal ), del capitulo quints del titula
primero de |z Ciroular Unfca Mo 10.de '_"CvD‘/If.

ALL:. CAPMENZA CESPEDES DE VERGEL
Dirgctora Jv-‘”ll‘_V"/ Creacionss (o)

2110 201

El anterior requerimiznts fue natificado por fijacion en lista de facha

adpai
Al contastar favor indiqus el nimero de Szdo Centro; Carrzrz 12 Ho. 27-00 Risos 2, 5, 7 y 10 PRM: 5370000
radicacién qua sc sncucntra a continuzcion Sodz CAH: Av. Cra 50 Mo. 26-55 Int. 2 Tel 5800070

Call Center 6513240, Linca 01800-910165
Wab: wwaw.sic.aov.co e-mail: info@sic.aov.co
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=) Industria y Comercio
CUFEFRIMTEMNDEN CI A
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Bogota D.C.,
2020

Doctar(a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apcderada(a) ylo Reprasentantz de
SYSME- CORPORATION

REFEFENCIA Radicacion o, 100272823
Solicitud internacional PCT/IPZODS/0GTE07
Fecha inicio fase nacional 27/04/2010
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficia No. B066 2.1

Tenizndo en cuenta que ¢ capitule reivindicatorio presentado excade de diez reivindicaciones, as necesario que

cancele la tasa establecida por cada reivindicacian adicional presentada, de conformidad con 1o dispueasto enla

resclucion de {asas vigenle para la fecha de presentacion de la solicitud, s pena de que no sean tenidas en
venta dentra del presente tramite administrativa.

En consecuencia, con fundaments an 1o previsto por @ arliculo 12 diel Sadigo Contencicss Administrativo, s& |2
requisre para que Jdentnd -.Io—l terming de dios () meses siguient=s a la facha de natificacién del presents oficio
atienda =l |~~qL|o-||nm—|.tu aqLu sefalado. Lo anterior, con &l alcance que para tal efecto establece e articulo 13 de
Ila mizma codificacidn, respecta de lag reivindicaciones adicionalzs,

Hedifiquese &l prezenta oficia confornt@ @ 1o dispusste en el numeral &2, litsral &), del capitulo quinta del titulo
primers de la Circular Unica N° 106 2001,

ALl CAFPMENT ; =SFEDES DE VERGEL

Directora de Nurffas Creaciones (o)

21 R0 200

El anterior requerimients fue notificada por fijacidn 2n lista de fecha_

adpaii
Al conlustar favor indiqus &l nuraro de Sede Centro: Carrzra 13 Mo, 27-00 Pisos 2, 5§, 7 y 10 PBY: 870000
radicacion Gus 33 Sncuantra a continuacion Sede CAN; Av, ©rz 50 Mo, 26-55 int. 2 T3 5880070

Call Center 6513240, Linea 01200-210165
Web: wwavsic.aov.co a-mall: Info@slc.oov.co



