(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $1 MARCI
Bucuresti

ROMANIA

«» RO 130705 A0
1) Int.Cl.
GO1N 1/42 (200601

(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: A 2015 00448
(22)  Data de depozit: 29/06/2015

(41) Data publicarii cererii:
27/11/2015 BOPI nr. 11/2015
(71) Solicitant:
+ UNIVERSITATEA DE MEDICINA §I
FARMACIE "VICTOR BABES" DIN
TIMISOARA, PIATA EFTIMIE MURGU
NR.2 A, TIMISOARA, TM, RO

(72) Inventatori:
- VADUVA ADRIAN OVIDIU,
STR. PAVEL DAN NR. 41B, TIMISOARA,
™, RO

¢4 DISPOZITIV SI METODA PENTRU CRIOINCLUDERE A
MATERIALULUI TISULAR IN VEDEREA EXAMINARII

MICROSCOPICE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un dispozitiv portabil si la 0 metoda
pentru crioincludere a unui material tisular, in vederea
examinarii microscopice, utilizata in special in spitale si
in laboratoarele de cercetare. Dispozitivul conform
inventiei este alcatuit dintr-o cuva (A) care, impreuna cu
un capac (B) de carcasa, determina un spatiu interior
pentru o camera de inghetare, izolata termic printr-un
strat (3) izolator in cuva (A), si printr-un strat (7) supe-
rior in capacul (B) de carcasa, in cuva (A) fiind montat
un bloc (1) din metal cu conductivitate termica si cal-
dura specifica crescutd, de reguld, din aluminiu, pre-
vazut pe o parte cu niste locaguri (2) tronconice, curolul
cavitétilor formatoare, pentruincluderea unortesuturiin
masa de gheatd. Metoda conform inventiei consta in
introducerea si mentinerea dispozitivului fara capacul
de carcasa, intr-un congelator de temperatura ultra-
joasa, pani la obtinerea temperaturii de -80°C a unui
bloc din metal, montarea capacului de carcasa sia unor
piese port-obiect la deschiderea congelatorului si
inainte de a scoate restul ansamblului din mediu de
-80°C, transportarea dispozitivului in conditii normale la
locul recoltarii, apoi, Th momentul in care este necesara
operatiunea de includere, se detaseaza capacul, se
asaza in cuva de includere in cavitatile formatoare
fragmentul de tesut de interes, peste care se toarna
mediul de Tnghetare, dupa care se asaza deasupra
piesele port-obiect si capacul de tip carcasa, mediul de

inghetare situat deasupra planului blocului intrAnd in
santurile piesei port-obiect si facilitand legarea esan-
tioanelor cu materialtisular, dupa inghetare, prin rotirea
tijei piesei port-obiect, se obtine detasarea blocului de
gheatd cu material tisular inglobat si, Tn final, piesa
port-obiect cu santuri unidirectionale permite ca, prin
presarea blocului de gheatd, cu material tisular
inglobat, s& se obtina detasarea acestuia, putand fi
utilizat imediat, sau stocat pentru utilizare ulterioara.

Revendicari: 5
Figuri: 2

Cu incepere de la data publicarii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit
dispozitiifor art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventie a fost respinsé, retrasd sau consideratd
ca fiind retrasa. Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile confinute in cererea

publicata in conformitate cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 130705 A0



a QDK C@ZZW

2 9 Eu- }!5

DISPOZITIV SI ME:FODA PENTRU CRIOINCLUDERE A MATERIALULUI TISULAR
IN VEDEREA EXAMINARII MICROSCOPICE.

Inventia se referd la un dispozitiv portabil destinat crioincluderii materialului tisular in
vederca examindrii microscopice utilizata cu precadere in spitale si laboratoare de cercetare.

biste cunoscut din practica medicala si literatura de specialitate ca materialul tisular recoltat
intra operator poate fi Inghetat folosind un mediu de includere de tipul OCT — Sakura Tek
{optimum cutting temperature compound — amestec apos de glicoli si rasini) pentru a fi apoi
sectionat 1 examinat in microscopie opticd in vederea punerii unui diagnostic intra operator
(examen extemporaneu). De asemenea, multe tehnici de cercetare si diagnostic necesitd procesarea
materialului tisular in stare inghetata. In principal sunt folosite doua metode:

- inghetare la -20°C urmata de sectionare imediata.

- Inghetare la -80°C, urmata de stocare in congelatoare de temperaturd ultra joasd (ultralow
temperature freczer). Stocarea la -80°C permite temporizarea sectionarii materialului ceea ce
inscamna ¢d materialul ramane viabil cateva luni. In momentul procesarii blocul de gheata ce
contine tesutul trebuie incélzit la -20°C pentru a putea fi prelucrat, temperatura de prelucrare poate
varia in functic de tesut.

Pentru ambelc procedee este necesar ca timpul de inghetare sa fie redus pentru a limita
inducerea de artefacte de inghetare (cristalele aciculare de gheatd) care rup membranele celulelor
denaturand proba cu material tisular de cercetat.

in mod uzual. pentru procesarea de inghetare (sau .Ja gheata™) a fragmentelor de tesut.
procedura de inghetare se realizeaza in interiorul criotomului, aparatul care realizeaza si
sectionarca materialului rezultat. Se foloseste o piesd “port obicct™ peste care se depune un strat
de mediu de inghetare (OCT — optimum cutting temperature compound), iar in acesta se aseaza
tesutul de interes pentru investigare medicala sau In scop de cercetare. Piesa port obiect astfel
formata este introdusa in camera criotomului la o temperatura medie de -20°C pentru a ingheta
tesutul de investigat. Racirea poate fi grabitd prin folosirea extractoarelor de caldura (piese
metalice cu suprafatd plana) care se pun peste piesa ..port obiect™ de inghetat. Ulterior inghetarii
s¢ poate cfectua in bune conditiuni sectionarea mecanica a materialulut tisular si etalarca pe lama
lolosita ca suport pentru explorarea microscopica.

Dezavantajele acestei tehnici uzuale sunt urmatoarele:

e ricirea se produce mai lent si faciliteaza aparitia artefactelor induse de inghet:

e necesitd un criotom, aparat voluminos. dificil de transportat in diverse locatii:

e materialul recoltat trebuie transportat de la locul recoltarii pana in laboratorul de
procesare si in acest interval de timp intermediar unii compusi intracelulari cu durata
de viald scurta pot fi dcja metabolizati si nu mai pot i evidentiati.

e ingencral nuse recomanda ca materialul inghetat intermediar la -20°C sa fic apoi stocat
Ja-80°C.

e Pentru stocare la -80°C. metoda cea mai raspandita este de a ingheta rapid piesa in azot
lichid. tehnicd ce necesita personal calificat si proceduri speciale de manevrare a
agentului frigoritic.

Lste cunoscuta inventia US2002162337(A1) intitulatd ,,Apparatus and method for

precission cryoembedding of tissue samples™ in care in scopul crioincluderii tesutului tisular de
investigat se foloseste un aparat ce constd intr-un ansamblu compus dintr-un set de cuve de
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includere, port-piese si blocuri de racire ce se introduc peste port-piese, cu accesorii de manipulare
a pieselor. Aparatul poate fi racit de surse externe sau utilizat in interiorul unui criotom. Aparatul
cste destinat a {1 folosit la -25°C -30°C. Dezavantajele acestui aparat sunt urmatoarele:

e aparatul nu poate fi folosit pentru a produce blocuri de gheata ce includ material tisular
la 0 temperatura mai joasa de -30°C. Pentru stocarea de lunga durata a materialului
tisular este necesara inghetarea la -80°C intr-o singura etapa si cat mai rapid posibil:

e aparatul nu prezinta invelis izolator ceea ce face ca incédlzirea dispozitivului sa fie
rapida. iar intervalul de folosire in afara unei incinte racite (de tipul criotomului) este
limitat;

e aparatul prezintd un numar mare de piese mobile;

e aparatul nu este dotat cu un termometru propriu pentru monitorizarea temperaturii de
includere.

Se¢ cunoaste de asemenea inventia WO2007028243 (B1) ce utilizeaza un aparat $1 o metoda
constand dintr-o platforma de inghetare introdusa intr-o cutie izolatoare din polistiren. o matrita
de inghetare $i un port obiect. Aparatul in general este racit cu zdpada carbonica, dar poate folosi
si alte surse. cum este azotul lichid sau compresor propriu de racire. Dezavantajele acestui aparat
sunt urmatoarele:

e uncle surse de racire necesita material aditional si eventual personal calificat in

manevrarea lor (zapada carbonica, azot lichid);

e invelisul izolator este din polistiren, care este inferior poliuretanului din punct de

vedere al calitatilor izolatoare si a rezistentei la manipulare;

e aparatul nu cste dotat cu un termometru propriu pentru monitorizarea temperaturii de

includere;

e aparatul nu prezintd un invelis exterior cu rezistenta chimica crescuta.

Aparatele $i metodele cunoscute prezinta in general urmatoarele dezavantaje:

e lipsa portabilitatii si autonomia scazuta de utilizare;

e numar mal mare de piese 1n alcdtuirea aparatului;

e necesitatea unui agent frigorific (ex. azot lichid) corelata cu necesitatea unei calificari
suplimentare pentru manevrarea azotului lichid:

e inghetarea in doud trepte (-20°C s1 apoi -80°C);

* absenta monitorizarii temperaturii pentru asigurarea conditiilor optime de inghetare;

e rezistentd mecanica si chimica scazuta a invelisului exterior:

e imposibilitatea stocarii blocului de gheata pentru procesare ulterioara

Problema tehnicd a inventiel constd in realizarea unui dispozitiv de crioincludere a
materialului tisular de investigat care sa tie portabil. usor de manipulat. care sa permitd inghetarca
tesutului la temperatura ultrascazuta (-80°C) fara pericolul formarii artefactelor sau alterarca
tesutului si care sa fie utilizabil autonom. cu posibilitatea monitorizarii temperaturii i cu rezistenta
mecanica si chimica sporita a invelisului exterior.

Dispozitiv pentru crioincludere a materialului tisular in vederea examinarii microscopice
conform inventiei este aledtuit dintr-un ansamblu tip cuva care impreuna cu un ansamblu de tip
capac de carcasd determina un spatiu interior pentru o camera de inghetare. izolata termic printr-
un strat izolator. In ansamblul de tip cuva se monteaza un bloc de metal cu conductivitate termica
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si caldura specifica crescuta. de reguld aluminiu, prevazut pe o parte cu niste locasuri tronconice

care au rolul cavitatilor formatoare pentru includerea tesuturilor in masa de gheata. Blocul de metal

este inglobat Intr-un strat izolator de poliuretan de forma ansamblului tip cuva. liber la partea
superioard in dreptul locasurilor, iar la exterior stratul izolator de forma unei cuve este cuprins intr-

un invelis de tip carcasa din material plastic care asigura structura suport si de rezistenta a

dispozitivului. Prin invelisul tip carcasa, pe lateral, este montat un termometru de contact care

patrunde cu o sonda de detectie sub forma de tija in blocul de metal pentru monitorizarea
temperaturii acestuia. La partea superioard a ansamblului de tip cuva se dispune un ansamblu
amovibil de tip capac de carcasd format dintr-un strat superior din material izolator de poliuretan
si un invelis exterior din material plastic ce realizeaza prin suprapunere peste stratul 4 si invelisul
ansamblului tip cuva un spatiu pentru o camera de Tnghetare deoarece marginile stratului si a
invelisului depasesc inaltimea blocului de metal. Pe suprafata de inchidere a celor doua ansambluri
se realizeaza pentru etansare si pozitionare ferma. o adanciturd de profil patratic in stratul superior
in care patrunde o renurd de profil patratic si dimensiuni corespondente unei asamblari cu joc de
pe stratul izolator al cuvel asemanatoare montajului de tip mama-tata. Ansamblul amovibil de tip
capac de carcasd estc prevazut cu niste dopuri in dreptul axei locasurilor de formare pentru
includere a tesuturilor in masa de gheata dopuri cc sustin niste piese .,.port-obicct™ pe care sc¢
crioinclude materialul tisular.
Metoda pentru crioincludere a materialului tisular in vederea examinarii microscopice.
conlorm inventiel, se realizeaza prin urmatoarele etape succesive:
I. Dispozitivul constituit din ansamblul de tip cuva, fara ansamblul mobil de tip capac-carcasa

.sc introduce si se mentine in congelatorul de temperatura ultrajoasa pana la obfinerea

temperaturii de -80°C a blocului de metal.

Capacul de¢ carcasa prevazut cu dopurile si piesele ,.port-obiect”™ se monteazd la

deschiderea congelatorului si Tnainte de a scoate restul ansamblului din mediu de -80°C.

3. Se transporta dispozitivul cuva cu capac in condifii normale d¢ temperatura la locul
recoltarit.

4. In momentul in care este necesara operatiunea de includere. se detaseaza ansamblul mobil
de tip capac, se aseaza in cuva de includere in locasurile corespunzétoare fragmentul de
tesut de interes, peste care se toarnd mediul de inghetare (OCT) astfel incat nivelul acestuia
s depaseasca usor planul superior al blocului de metal.

S. Sc aseaza ansamblul mobil de tip capac peste carcasa dispozitivului cu piesele .port
obiect™ deasupra. mediul de inghetare situat deasupra planului blocului intrand cu santurile
piesel ..port obiect™ si facilitand legarea esantioanelor cu material tisular.

6. Dupainghetare. prin rotirea dopurilor, se obtine detasarea blocului de gheata cu tesut tisular
inglobat . format pe placa circulara a piesel .,port obiect™.

7. Piesa .port obiect”™ cu santuri unidirectionale permite ca prin prin presarea blocului de
gheata, cu material tisular, in directia santurilor, sa se obtinad detasarea acestuia putand ti
utilizat imediat sau stocat pentru utilizare ulteriora.

19
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Dispozitivul pentru crioincludere a materialului tisular in vederea examinarii microscopice.
conform nventiel. prezintd urmatoarele avantaje:

1. portabilitatea, care asigura disponibilitatea procesului de inghetare a {esutului la locul

recoltarii acestuia, minimizand timpul scurs intre momentul obtinerii fragmentului de tesut

si crioincluderea acestuia.
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2. autonomia crescutad de utilizare, prin scaderea transferului termic cu mediu ambiant
datorita izolarii camerei de inghetare,

3. numar scdzut de piese din care este constituit dispozitivul,

4. nu necesita agent frigorific suplimentar (ex. azot lichid. zapada carbonica).

. dispozitivul poate fi folosit de oricine. fara a necesita o calificare si abilitarc in utilizarea
sa.

6. inghetarea se face rapid la temperatura ultrascazuta (-80°C),

7. controlul temperaturii prin prezenta termometrului asigura conditiile optime de
inghetare.

8. rezistentd mecanica $i chimica crescuta a invelisului exterior (PVC),

9. ofera posibilitatea stocdrii blocului de gheata pentru procesare ulterioara, atdt in camera
de Inghetare (temporar) cat si prin transfer ulterior in congelatoare de temperatura
ultrajoasa.

tn

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei in legdturd cu figurile care
reprezinta:

- Fig. 1. ce reprezinta o sectiune longitudinala a dispozitivului;

- Fig. 2. ce reprezinta un port obiect ce permite detasarea blocului de gheata cu esantionul

de pe acesta.

Dispozitivul pentru crioincludere a materialului tisular in vederea examinarii microscopice.
conform inventiel. este alcatuit dintr-un ansamblu de tip cuva A care impreund cu un ansamblu de
tip capac de carcasa B delimiteaza o camerd de inghetare in care se realizeaza si stocheaza
esantioane cu material tisular pentru investigatii microscopice. In ansamblul de tip cuva A se
monteaza un bloc 1 solid de metal cu conductivitate termica si caldura specifica crescuta. de regula
aluminiu (Fig. 1). Acesta este prevazut cu mai multe locasuri 2 tronconice care au rolul cavitatilor
formatoare pentru includerea {esuturilor in masa de gheata. Dimensiunile si numarul locasurilor 2
este variabil Tn functie de necesitatea de investigatie a diferitelor tesuturi si ¢d atare vor determina
dimensiunea minima a blocului 1. Grosimea blocului 1 este cea care determina in final autonomia
dispozitivului deoarece cu cat blocul este mai gros, avand o masa mai mare. inertia termicd este
mai mare iar incalzirea lui se va realiza intr-un interval de timp mai mare.

Blocul 1 de metal este inglobat intr-un strat 3 izolator de poliuretan de forma ansamblului tip cuva
A . liber la partea superioard in dreptul locasurilor 2. La exterior stratul izolator 3 de forma unei
cuve este cuprins intr-un invelis 4 de tip carcasa din material plastic de regula din PVC-policlorura
de vinil- care asigura structura suport si de rezistenta a dispozitivului. Prin invelisul 4 tip carcasa.
pe lateral. este montat un termometru de contact § care patrunde cu o sonda 6 de detectic sub forma
de t1jd@ in blocul 1 pentru monitorizarea temperaturii blocului 1 de metal. Afisajul termometrului
sc afla la exterior. pe laterala, aplicat peste invelisul 4 de tip carcasa extern.

La partea superioard a ansamblului de tip cuva A format din blocul 1, stratul izolator 3. invelisul
4 si termometrul de contact 5. se dispune un ansamblu amovibil de tip capac de carcasid B format
dintr-un strat superior 7 din material izolator de poliuretan st un invelis exteriorior din material
plastic realizeaza prin suprapunere peste stratul 3 si invelisul 4 un spatiu pentru o camera 8 de
inghetare deoarcce marginile stratulut 3 si a invelisului 4 depasesc indltimea blocului 1. Pe
suprafata de inchidere a celor doud ansambluri se realizeaza. pentru etansare i pozifionare ferma.
o adancitura de profil patratic in stratul superior 7 in care patrunde o renurd de profil patratic si
dimensiuni corespondente unei asamblari cu joc de pe stratul izolator 3 aseméanitoare montajulu
de tip mama-tarta.
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In corpul stratului superior 7 sunt asezate. pe aceleasi axe verticale cu cele ale locasurilor
tronconice 2 din blocul 1 si corespondent cu numarul acestora. niste dopuri 9 tronconice de
grosimea stratului superior 7 care la partea superioara sunt prevazute cu niste proeminente 10 de
forma cilindrica ce constituie zone de apucare pentru extragerea prin apucare - tragere a dopurilor
9 atunci cand se doreste accesul operatorului pentru manipularea selectiva a unui esantion de tesut
inghetat in vederea sectionarii unor lame pentru examinare microscopica.

[n dopurile 9 cu orientare axial-centrald este inseratd o piesd 11 "port obiect” avand o tija

inserata in dopul 9 si la partea opusa o platforma de tip placa circulara 12 (Fig.2) care la partea
dinspre camera de inghetare. in zona cavitatii locasurilor 2 de formare prin crioincludere a
esantioanelor de tesut, are prevazute niste striatiuni 13 unidirectionale in forméa de "V". Pe placa
circulara 12, in procesul de crioincludere, in limitele determinate de locasul 2 se formeaza prin
inghetare un esantion 14 care include tesutul de investigat. Striatiunile unidirectionale asigura
ramanerea materialului tisular pe placa circulara 12. atunci cand la scoaterea esantionului
operatorul roteste tija 11 pentru desprinderea de locasul 2 formator a esantionului crioinclus 14.
Prin aplicarea unei forte in sensul striagiunilor. prin alunecare, esantionul 14 s¢ va detasa de placa
circulara 12 ceea ce va permite reutilizarea acesteia in cadrul aceleasi sesiuni de includere.
Pentru cresterea autonomiel. respectiv pentru stocarea temporara a esantioanclor 14 se poate folost
un congelator portabil de temperatura ultrajoasa. Camera de inghetare poate f1 folositd pentru
stocare temporara a blocurilor de gheata detasate pana la mutarea lor in congelatoare dedicate. In
situatia in carc numarul de blocuri formate in aceasta etapa este mai mic decat numérul de cuve de
includere, detasarea blocului de gheata de cuva de includere se va realiza doar in momentul mutarii
blocului in criotom pentru sectionare sau in congelator de temperatura ultrajoasa pentru stocare.

Metoda pentru crioincludere a materialului tisular in vederea examindrii microscopice.
conform inventiel, se realizeaza prin urmatoarele etape succesive:

I, Dispozitivul constituit din ansamblul de tip cuva avand stratul 3, invelisul 4 s1 blocul 1 cu
termometrul de contact 5, fard ansamblul mobil de tip capac. se introduce $i se mentine in
congelatorul de temperatura ultrajoasa pana la obtinerea temperaturii de -80°C a blocului
de metal.

Capacul de carcasa format din stratul superior 7 prevazut cu dopurile 9 st piescle 11 _port-

obiect” se monteaza la deschiderea congelatorului si inainte de a scoate restul ansamblului

din mediu de -80°C.

Se transporta dispozitivul cuva cu capac in condifii normale de temperatura la locul

recoltarii.

4. Tn momentul in care este necesard operatiunea de includere. se detaseaza ansamblul mobil

de tip capac, se aseazd n cuva de includere in locasurile 2 fragmentul de tesut de interes.

peste care se toarna mediul de inghetare (°OCT) astfel incat nivelul acestuia sa depdseasca
usor planul superior al blocului de metal.

Se aseazd ansamblul mobil de tip capac peste carcasa dispozitivului cu piesele 11 .port

obicct™ deasupra. mediul de inghetare situat deasupra planului blocului intrand in santurile

piesel 11 _port obiect™ si facilitand legarea esantioanelor cu material tisular.

6. Dupa inghetare, prin rotirea tijei piesei 11 “port-obiect™ se obtine detasarea blocului de
gheata cu materialul tisular inglobat | format pe placa circulard 12, de locasurile 2 de cuva
de includere.

7. Piesa 11 ..port obiect™ cu santuri unidirectionale permite ca prin prin presarea blocului de
eheatd. cu material tisular. in directia santurilor, sa se obtina detasarea acestuia putand fi
utilizat imediat sau stocat pentru utilizare ulteriora.
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REVENDICARI

Dispozitiv pentru crioincludere a materialului tisular in vederea examinarii
microscopice alcétuit dintr-un ansamblu tip cuva (A) care impreuna cu un ansamblu de
tip capac de carcasd (B) determina un spatiu interior pentru o camera de inghetare.
izolata termic printr-un strat izolator (3) in ansamblul de tip cuva (A) si un strat superior
(7) in ansamblul de tip capac de carcasa (B) caracterizat prin aceea ci in ansamblul
de tip cuva (A) se monteaza un bloc (1) de metal cu conductivitate termica si caldura
specifica crescutd. de reguld aluminiu prevazut pe o parte cu niste locasuri (2)
tronconice care au rolul cavitatilor formatoare pentru includerea tesuturilor in masa de
gheata,/blocul (1) de metal este inglobat intr-un strat (3) izolator de poliuretan de forma
ansamblului tip cuva (A) , liber la partea superioara in dreptul locasurilor (2). iar la
exterior stratul izolator (3) de forma unei cuve este cuprins intr-un invelis (4) de tip
carcasd din material plastic care asigura structura suport si de rezistenta a
dispozitivului. la partea superioard a ansamblului de tip cuvda (A)  se dispune un
ansamblu amovibil de tip capac de carcasa (B) format dintr-un strat superior (7) din
material izolator de poliuretan si un invelis exterior (8) din material plastic realizeaza
prin suprapunere peste stratul (3) si invelisul (4) un spatiu pentru o camera de inghetare
deoarece marginile stratului (3) si a invelisului (4) depasesc inaltimea blocului (1). pe
suprafata de inchidere a celor doud ansambluri realizdndu-se. pentru etansare si
pozitionare ferma, o adanciturd de profil patratic in stratul superior (7) in care patrunde
o renura de profil patratic si dimensiuni corespondente unei asamblari cu joc de pe
stratul 1zolator (3) asemandtoare montajului de tip mama-tata, ansamblu amovibil de
tip capac de carcasa (B) fiind prevazut cu niste dopuri (9) in dreptul axei locasurilor
(2) de formare pentru includere a tesuturilor in masa de gheata.

Dispozitiv pentru crioincludere a materialului tisular in vederea examinarii
microscopice conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca in corpul stratului
superior (7) sunt asezate. pe aceleasi axe verticale cu cele ale locasurilor tronconice
(2) din blocul (1) si corespondent cu numarul acestora, niste dopuri (9) tronconice de
grosimea stratului superior (7) care la partea superioara sunt prevazutc cu niste
proeminente {10) de forma cilindrica ce constituic zone de apucare pentru extragerea
prin apucare - tragere a dopurilor (9) atunci cand se doreste accesul operatorului pentru
manipularea selectiva a unui esantion de tesut inghetat in vederea sectionarii unor lame
pentru examinare microscopica.

Dispozitiv  pentru crioincludere a materialului tisular in vederea examinarii
microscopice conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca prin invelisul (4) tip
carcasa. pe lateral. este montat un termometru de contact (5) care patrunde cu o sonda
(6) de detectie sub forma de tija in blocul (1) pentru monitorizarea temperaturii blocului
(1) de metal. afisajul termometrului fiind la exterior, pe laterala. aplicat peste invelisul
(4) de tip carcasa extern.

Ny
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Dispozitiv pentru crioincludere a materialului tisular in vederea examinarii
microscopice conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca in dopurile (9) cu
orientare axial-centrala este inserata o piesa (11) "port obiect” avand o tija inserata in
dopul (9) si la partea opusa o platforma de tip placa circulara (12) care la partea dinspre
camera de inghetare. in zona cavitatii locasurilor (2) de formare prin crioincludere a
esantioanelor de tesut, are prevazute niste striatiuni (13) unidirectionale in forma de
"V". pe placa circulard (12). in procesul de crioincludere. in limitele detcrminate de
locasul (2) sc¢ formeazd prin inghetare un esantion (14) care include tesutul de
investigat. striatiunilc unidirectionale asigurand ramanerea materialului tisular pe placa
circulara (12). atunci cand la scoaterea esantionului operatorul roteste tija (11) pentru
desprinderea de locasul (2) formator a esantionului crioinclus (14) iar prin aplicarca
unei forte n sensul striatiunilor, prin alunecare. esantionul (14) se va detasa de placa
circulard (12) ceea ce va permite reutilizarea acesteia in cadrul accleasi sesiuni de
includere.

Metoda pentru crioincludere a materialului tisular in vederea examinarii microscopice.

caracterizata prin aceea ca se realizeaza prin urmatoarele etape succesive:

e Dispozitivul constituit din ansamblul de tip cuva (A) avand stratul (3). invelisul (4)
si blocul (1) cu termometrul de contact (5) . fard ansamblul mobil de tip capac-
carcasa (B), se introduce si se mentine in congelatorul de temperatura ultrajoasa
pana la obtinerea temperaturii de -80°C a blocului de metal.

e (apacul de carcasa format din stratul superior (7) prevazut cu dopurile (9) si piesele
(11) _port-obiect” se monteaza la deschiderea congelatorului si inainte de a scoate
restul ansamblului din mediu de -80°C.

e Se transporta dispozitivul cuva cu capac in conditii normale de temperatura la locul
recoltarii.

e In momentul in care este necesara operatiunea de includere, se detaseaza ansamblul
mobil de tip capac, se aseaza in cuva de includere in locasurile (2) fragmentul de
tesut de interes, peste care se toarna mediul de inghetare (OCT) astfel incat nivelul
acestuia sa depaseasca usor planul superior al blocului de metal.

e Se ascazd ansamblul mobil de tip capac peste carcasa dispozitivului cu piesele (11)
.port obiect”™ deasupra. mediul de inghetare situat deasupra planului blocului
intrand 1n santurile piesei (11) ,,port obiect™ si facilitand legarea esantioanelor cu
material tisular.

e Dupa inghetare. prin rotirea tijei piesel (11) ,,port obiect”, se obtine detasarea
blocului de gheata cu material tisular inglobat , format pe placa circulard (12). de
locasurile (2) de cuva de includere.

e Piesa (11) ..port obiect” cu santuri unidirectionale permite ca prin prin presarea
blocului de gheata. cu tesut tisular, in direcfia santurilor. sa sc¢ obtind detasarea
acestuia putand f1 utilizat imediat sau stocat pentru utilizare ulteriora.
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