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DESCRIPCION

Sistema Optico para un instrumento de hematologia analitica.
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con mejoras en instrumentos analiticos para llevar a cabo andlisis en muestras
de prueba, en particular para instrumentos que llevan a cabo una serie de pruebas utilizando diferentes reactivos
y alicuotas de una muestra particular. Tales instrumentos incluyen, por ejemplo, y sin limitacién, analizadores de
inmunoensayos, analizadores de hematologia clinica, citémetros de flujo y analizadores de quimica.

Antecedentes de la invencion

Los instrumentos analiticos son bien conocidos. Han sido usados comercialmente por muchos afios en diferentes
modalidades y para llevar a cabo diferentes andlisis de prueba por diversos métodos.

En general, estos instrumentos proporcionan la recepcion de una muestra a la vez, y més preferiblemente una serie
de muestras, dividiendo cada muestra en una pluralidad de alicuotas, y llevando a cabo una o mas pruebas combinando
cada alicuota con uno o més reactivos. Las mezclas de reaccién asi formadas son analizadas entonces de una manera
usual. Por ejemplo, un colorimetro o una medicién similar puede ser hecha en una mezcla de reacciéon. Una o mds otras
mezclas1 de reaccidn pueden ser suspendidas en una bandeja y pasadas a través de una celda de flujo, sustancialmente
una particula a la vez, e iluminadas en la celda de flujo de manera tal que las interacciones Opticas puedan ser detecta-
das. Estas interacciones pueden incluir dispersion y absorcion de la luz incidente o una respuesta fluorescente a la luz
incidente. Las interacciones detectadas pueden ser evaluadas cualitativamente y/o cuantitativamente para caracterizar
la alicuota de la muestra bajo examen. Los resultados de las interacciones sobre todas las reacciones llevadas a cabo
sobre la muestra pueden ser evaluadas para caracterizar la muestra.

Estos instrumentos tipicamente incluyen numerosas lineas hidraulicas, cdmaras de muestra, vdlvulas y sistemas
de control para seleccionar las muestras y reactivos que van a ser combinados para formar las mezclas de reaccién, y
para llevar a cabo las interacciones para recolectar los datos. El resultado es una maquina complicada, sofisticada que
requiere tiempos precisos y controles de flujo para procesar las muestras en volimenes mayores. Uno de los proble-
mas con estos instrumentos es que, debido a su complejidad, pueden requerir servicio, calibracién y mantenimiento
frecuente. También estdn sujetos a ruptura, lo cual frecuentemente requiere una visita de servicio de campo. Los ins-
trumentos que estdn fuera de servicio hasta que se reparan pueden traducirse en pérdidas significativas de negocio,
particularmente en el caso de laboratorios que llevan a cabo un gran niimero de andlisis de prueba.

Es por lo tanto, un objetivo de la presente invencién proporcionar un instrumento analitico que tiene construccién
y operaciéon de componentes mejorada, lo que se traduce en menores partes, menores llamadas de servicio, y una
durabilidad y confiabilidad mejoradas, en comparacién con los instrumentos conocidos.

Es otro objetivo proveer un instrumento analitico mejorado que estd compuesto de subcomponentes y médulos que
son aplicables a un amplio rango de tipos de analizadores.

Resumen de la invencion

En términos amplios, la presente invencidn estd dirigida a un dispositivo iluminador éptico para un instrumento
analitico, tal como un instrumento de hematologia clinica o un citometro de flujo, y el método de alinear los com-
ponentes del dispositivo iluminador. El dispositivo iluminador incluye una pluralidad de componentes dpticos, tales
como una fuente de haces, preferiblemente una fuente de l4ser, por ejemplo un diodo de ldser, opcionalmente un filtro
espaciador, y una mascarilla que tiene una abertura para la conformacién del haz, otra mascarilla o apertura para la
conformacién del haz y un lente de enfoque. Los componentes dpticos estin montados en o hacia una carcasa la cual
estd a su vez montada sobre un mecanismo de alineacion.

Los componentes pticos son montados de una manera tal que algunos de ellos estdn en posiciones predetermi-
nadas y fijas, mientras que otros son mdviles en una o mas dimensiones, obteniéndose por lo tanto una carcasa del
dispositivo iluminador que contiene una salida de haz apropiadamente alineada y enfocada. La salida de haz enfocado
se usa por lo tanto para penetrar en la celda de flujo, y mds particularmente a la corriente de particulas que pasan a
través de la celda de flujo que se van a analizar.

El mecanismo de alineacién es mévil con cuatro grados de libertad, en cuanto que el haz enfocado puede ser
trasladado vertical y horizontalmente y el haz puede ser inclinado hacia arriba y hacia abajo y hacia la derecha y a
la izquierda con respecto a un eje z. Como resultado, el haz enfocado, y mds particularmente un punto focal, puede
ser movido en tres dimensiones de manera que se pueda posicionar en una localizacién particular. El mecanismo
de alineacidn estd limitado por un rango de movimiento, el cual es una funcién de las dimensiones fisicas de los
componentes, y que estd preferiblemente rodeado por un 4rea cilindrica sélida.

Como resultado de esta construccion, los componentes 6pticos del dispositivo iluminador pueden ser alineados
y enfocados y el haz enfocado producido por dispositivo iluminador puede ser orientado en la direccién deseada.
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Después del alineamiento, el mecanismo de alineamiento puede ser asegurado, por ejemplo, mediante tornillos (deno-
minados aqui como “tornillos de aseguramiento” aunque pueden ser diferentes estructuras de aseguramiento).

Breve descripcion de los dibujos
Caracteristicas y ventajas adicionales de la invencion serdn evidentes a partir de los dibujos y de la siguiente
descripcion detallada de la invencidn, en los cuales caracteres de referencia similares se refieren a elementos similares,

y en los cuales:

La Figura 1 es un diagrama esquemadtico de un banco 6ptico laser y de detectores para su uso en una realizacién
preferida de un canal de andlisis de globulos rojos y blancos en un dispositivo de acuerdo con la presente invencion;

La Figura 2 es un diagrama del dispositivo iluminador de la Figura 1 de acuerdo con una primera realizacion;

La Figura 2A es un diagrama esquematico de un dispositivo iluminador de la Figura 1 de acuerdo con la segunda
realizacion;

La Figura 2B es una vista seccional lateral parcial del sistema de tornillos de aseguramiento del dispositivo de la
Figura 2A;

La Figura 2C es una vista seccional superior del dispositivo de abertura del filtro espaciador de la Figura 2A;

Las Figuras 2D y 2E son una vista del extremo y una vista lateral del dispositivo de enfoque del filtro espaciador
de la Figura 2A;

La Figura 2F es una vista frontal de una abertura de localizacién para su uso en el dispositivo de la Figura 2A;
La Figura 2G es una vista del extremo frontal del dispositivo de lente de enfoque de la Figura 2A;

La Figura 2H es una vista seccional frontal del sistema de orientacién para el dispositivo iluminador de la Figura
2A;

La Figura 2I es una vista lateral del sistema de orientacién de la Figura 2H;

La Figura 2J es una vista esquematica del mecanismo de ajuste lateral de la Figura 2H;

La Figura 3 es una vista superior de un diagrama especific6 del sistema detector de la Figura 1;
La Figura 4 es una vista del plano frontal del tope oscuro de la Figura 3;

La Figura 5 es una vista del plano frontal del espejo divisor de la Figura 3;

Las Figuras 6 y 7 son respectivamente vistas frontal y lateral de un prisma de dos facetas para su uso en una
realizacién alternativa del sistema detector de Figura 1;

Las Figuras 8 y 9 son respectivamente una vista plana frontal de un tope oscuro y un prisma de tres facetas para su
uso en una realizacién alternativa del sistema detector de la Figura 1;

La Figura 11A es un diagrama de bloques esquematico de la arquitectura electrénica de una realizacién preferida
de la presente invencion;

La Figura 13 es un diagrama esquematico de bloques de la conexidn de entrada y salida del tablero de adquisicion
de datos de la Figura 11A;

La Figura 14 es un diagrama esquemadtico del circuito de bloques del tablero de adquisicién de datos de la Figura
13;

La Figura 16 es un diagrama esquemdtico funcional de una porcién del tablero de adquisicién de datos de la Figura
14.

Descripcion detallada de los dibujos

Las muestras de sangre para andlisis en el instrumento citémetro de flujo de la presente invencién son aspiradas
por vacio hacia una puerta de entrada de muestra de un circuito de flujo unificado (UFC). En el dispositivo UFC, la
muestra de sangre es separada en una o mas alicuotas predeterminadas mediante una védlvula de divisidn, las alicuotas
diferentes son luego mezcladas con uno o mads reactivos en las diferentes cdmaras de reaccidn, para preparar las
alicuotas para los diferentes andlisis. Las mezclas que han reaccionado son analizadas luego en uno o mds bancos
opticos 117RBC/BASO/RETIC, o en el colorimetro 121 HGB. Como sera discutido en mas detalle més adelante, estos
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analisis se llevan a cabo independientemente bajo el control de un Sistema Controlador 105, el cual es preferiblemente
a su vez controlado por un operador que utiliza una estacion de trabajo de un ordenador 103. Como resultado, mas de
una mezcla que ha reaccionado puede ser formada a partir de las diferentes alicuotas de la misma muestra de sangre
y ser examinada en la misma celda de flujo 110 para obtener datos de dispersion y absorcién a partir de la misma
muestra de sangre bajo diferentes reacciones en diferentes tiempos.

Optica ldser y sistema de deteccion

El instrumento de la presente invencién incluye un sistema 6ptico laser para su uso en los métodos RBC, BASO y
RETIC. Un esquema del sistema Optico laser se muestra en la Figura 1. El sistema 6ptico 100 comprende una celda
de flujo 110 que tiene un canal a través del cual una delgada corriente de particulas suspendidas, tales como células
de sangre, se hace pasar para su andlisis, un dispositivo iluminador 130 (no mostrado en detalle en la Figura 1) para
suministrar un haz de laser filtrado, colimado y conformado B a la celda de flujo 110, y un sistema detector 164 para
medir la luz en respuesta al hecho de que el haz B sea dispersado y absorbido por las células.

La celda de flujo 110 presenta células suspendidas u otras particulas esencialmente una a la vez en una corriente
posicionada para el acceso optico mediante el dispositivo iluminador 130 y el sistema detector 164. La suspensién de
células es introducida a través de una boquilla en el centro de una corriente de flujo laminar de una porcién de liquido.
La velocidad de flujo de la porcidn de liquido es controlada para que sea mayor que la velocidad de la suspensién
celular introducida. Esto hace que el drea transversal de la corriente en suspension se estreche a medida que se acelera
la velocidad de la porcion de liquido, como es bien conocido. La seccion transversal de la corriente de suspension de
células es estrechada adicionalmente haciendo pasar la porcién de liquido que contiene la suspension celular a través
de un drea transversal gradualmente reducida. En el punto 119 donde el haz de ldser B hace impacto (esto es, intercepta
para iluminar o disgregar) la corriente de suspensién celular, el didmetro de la corriente esté en el orden del didmetro
de una célula, de manera que dos células no pueden atravesar facilmente lado a lado en la corriente.

Por lo menos una regién donde el haz de ldser B impacta sobre la corriente de suspension celular, la celda de
flujo 110 es construida de un material 6pticamente transmisor, preferiblemente vidrio. La porcién de liquido debe ser
Opticamente transmisora también, con el fin de permitir que el haz del l4ser B viaje desde el dispositivo iluminador 130
hacia y a través de la suspension celular con intensidad adecuada para permitir que la luz laser dispersa y no dispersa
sea detectada.

El dispositivo iluminador 130 de la presente invencion se muestra en la Figura 1 y, en una realizacién, en una
seccioén transversal parcial en la Figura 2. Se nota que algunos de los componentes usados para posicionar ciertos
componentes en una direccién perpendicular al plano de visién de la Figura 2 estdn ilustrados en una posicién que se
ha hecho rotar 900 a partir de su orientacién real, para claridad de la representacion. El iluminador proporciona una
imagen de laser filtrado espacialmente que estd enfocado sobre la corriente de células. El tamafio de la imagen en una
direccidn paralela a la corriente de suspension de células es del orden del didmetro de una célula, de manera que dos
células no pueden pasar facilmente dentro de la imagen concurrentemente.

Con referencia a la realizacién mostrada en la Figura 2, el dispositivo iluminador 130 estd construido de una
forma modular que permite un alineamiento preciso y permanente de cada componente 6ptico tal como es instalado
durante el ensamblaje. El dispositivo 130 comprende una carcasa iluminadora 170, y primero, segundo, tercero, cuarto
y quinto portadores de componentes iluminadores Opticos 171, 172, 173, 174, 175 montados como una unidad dentro
de la carcasa del iluminador. La carcasa de iluminador 170 estd montada dentro de un anillo de montaje del iluminador
176B, el cual es montado de manera ajustable a un banco 6ptico 101.

Una fuente de haz ldser 131 estd montada en una placa de montaje para fuente de ldser 131A . En una realizacién
preferida, la fuente de haz laser es un dispositivo de laser semiconductor, mas preferiblemente, un diodo de laser,
tal como un diodo de laser InGaAIP de 10 mw, 670 nm tal como el modelo No TOLD-9225 (S) manufacturado por
Toshiba. Como se ilustra en la Figura 2, el diodo de laser 131 estd montado en un espacio central 133 en la placa de
montaje 131A , y es retenido en la placa mediante un conector de retrofijaciéon 131B. Los cables 131G pasan desde
el diodo 131 a través del conector de retropresiéon 131B y son conectados utilizando un conector 131C al tablero del
circuito impreso que maneja el diodo del laser 149 (véase Figura 15 y la discusion relacionada sobre el circuito que
maneja el diodo de laser). El tablero de circuito impreso 149 estd atornillado a la parte posterior de la placa de montaje
de la fuente de laser 131A mediante la montura 131D.

La placa de montaje de la fuente de laser 131A estd montada sobre una superficie de montaje de placa 131E
del primer portador de iluminador 171, utilizando tornillos de aseguramiento 131F, solamente uno de los cuales se
muestra. Un espacio 141 alrededor de la periferia de la placa de montaje 131A estd provisto de manera que la posicién
de la placa 131A pueda ser ajustada deslizando la placa sobre la superficie de montaje 131E antes de apretar los
tornillos 131F.

Para proveer adicionalmente el ajuste, se proveen unos agujeros que tienen espacio libre extra en la placa 131A para
los tornillos de aseguramiento 131F. Un ajustador micrométrico removible 147B tal como un tornillo micrométrico
Daedal Cat # SPDR 1137, es provisto para ajustar con precisioén la localizacién de la placa 131A antes de apretar
los tornillos 131F. Una nuez 143 con rosca externa gruesa es atornillada primero en el agujero roscado provisto
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en el primer portador 171. Un tornillo micrométrico roscado finamente 147 es preinstalado en la nuez. Un pasador
de resortes 147A y la nuez 145 estdn montadas en el agujero roscado opuesto al tornillo micrométrico. El tornillo
micrométrico 147 y el pasador 144 entran en contacto con la periferia externa de la placa de montaje de laser 131A.
La posicién de la placa sobre la cara 131E puede ser ajustada finamente girando el tornillo micrométrico 147 contra
la fuerza del pasador de resorte 147A, lo cual elimina el retroceso. Después de que la placa 131A estd posicionada
correctamente sobre la superficie de montaje 131E del portador 171, los tornillos 131F son apretados para asegurar
la placa en su lugar. Un tornillo micrométrico y un pasador similares (no mostrados) son orientados 900 con respecto
al tornillo micrométrico 147 para ajustar en esa direccién. Esto permite un posicionamiento X-y (también llamado
un descentramiento) del componente con respecto a un eje “z” el cual es (o eventualmente se alinea para ser) el
camino del haz 6ptico. El tornillo micrométrico 147 y la nuez 143, y el pasador de resorte 147A y la nuez 145, son
retirados después de apretar los tornillos 131F. Estos componentes pueden entonces ser reutilizados para ensamblar
otro dispositivo iluminador.

Un lente colimador asférico 158 para colimar el haz divergente por naturaleza emitido por diodo laser 131 es
colocado en el camino del haz cerca del diodo de l4ser. El lente colimador 158 es montado en un espacio interior en un
cilindro de montaje 151 utilizando una nuez de retencién 159. El cilindro de montaje 151 es colocado en un agujero
central 159C del primer portador 171. El cilindro de montaje 151 encaja cercanamente dentro del agujero central
159C de manera que no se requiere un posicionamiento adicional del lente colimador 158 en la direccién radial. Una
herramienta de enfoque 157A es colocada en otro espacio provisto en el portador 171 de manera que un pasador de
enganche excéntrico 157 encaje en un surco en la periferia del cilindro de montaje 151. La posicion axial (esto es,
en la direccién z) del cilindro de montaje 151 en el espacio central 159C puede ser ajustada mediante la rotacion de
la herramienta de enfoque 157A en el agujero, haciendo que el pasador de enganche 157 gire de manera excéntrica
en el surco. Después de que el lente de colimacion 158 es posicionado apropiadamente, se hace girar un tornillo de
aseguramiento 159B para comprimir una empaquetadura 159 A contra el cilindro de montaje 151, asegurdndolo en su
lugar en el agujero 159C. Después de apretar el tornillo 159B, la herramienta de enfoque 157A puede ser retirada y
reutilizada en el ensamblaje de otro dispositivo iluminador.

Opcionalmente, se usa un filtro espaciador 130 para remover las frecuencias espaciales no deseadas del haz ahora
colimado, produciendo un haz con una distribucién de intensidad Gaussiana. El filtro espaciador comprende un lente
objetivo 185, un lente colimador 190 y una placa de abertura de filtro 195 interpuesta entre el objetivo y los lentes
colimadores. El lente objetivo 185 estd montado en un espacio en un cilindro de montaje 186. El cilindro de montaje
186 es posicionado y asegurado en el espacio central 159C del primer portador 171 de la misma forma que el cilindro
de montaje 151, utilizando una herramienta de enfoque 187 y un tornillo de aseguramiento 188.

El segundo portador 172 estd montado con el primer portador 171 utilizando tuercas (no mostradas). Un hombro
piloto 178 se utiliza para alinear el primero y segundo portadores. El lente colimador 190 estd montado en un espacio
en un cilindro de montaje 191, el cual estd alineado y asegurado en el espacio central 177 del segundo portador
172 de la misma forma que el cilindro de montaje 151, utilizando una herramienta de enfoque 192 y un tornillo de
aseguramiento 193.

La placa de apertura de filtro espacial 195 es preferiblemente un disco delgado de metal que tiene un recubrimiento
no reflectivo y una abertura central de precision, en este ejemplo un rectangulo que es aproximadamente 14 Tm por
32 Tm. La placa de apertura 195 estd unidad a una placa de montaje 196 utilizando un adhesivo, preferiblemente un
epoxi. La placa de montaje 196 estd montada sobre el primer portador 171 utilizando tornillos 197 (sélo se muestra 1).
La placa de montaje 196 estd alineada en la direccién x-y en la misma forma que la placa de montaje de ldser 131A,
utilizando dos pares de ajustadores micrométricos removibles 199 y pasadores de resorte 198 (sélo se muestra un par),
los cuales estdn montados en ejes ortogonales en el segundo portador 177 y que pueden ser removidos después de
apretar los tornillos 197.

La imagen de ldser es entonces enmascarada por una placa de apertura de conformacion de haz 201A, preferible-
mente formada a partir de una lamina delgada de metal que tiene una superficie no reflectiva y una abertura, en este
caso un rectangulo que es aproximadamente 446 Tm por 120 Tm. La placa de abertura 201A estd preferiblemente uni-
da al tercer portador 173 utilizando un adhesivo, tal como epoxi. El tercer portador 173 estd montado sobre el segundo
portador 171 utilizando tornillos 211A (sélo se muestra uno). El tercer portador 173 estd alineado de la misma forma
que la placa de montaje de laser 131A, usando dos pares de ajustadores micrométricos 205 removibles y pasadores
de resorte 204 (de nuevo, sélo se muestra un par), los cuales estin montados en el segundo portador 172, y los cuales
pueden ser removidos después de apretar los tornillos 211A. Un cuarto portador 174 es alineado al tercer portador
173 utilizando un didmetro piloto 210, y asegurado con tuercas al tercer portador utilizando tuercas 211. De manera
preferible, los componentes del filtro espacial estdn alineados en la direccién x-y en una condicién fuera de foco. Esto
proporciona una dimension de ldser mas grande que hace més facil alinear los componentes que en el caso donde el
filtro espacial es enfocado (ajustado en la direccién z) y por lo tanto proveeria un haz dimensional mas pequefio.

Un muestreador de haz 222 estd montado en un agujero angulado 225 del quinto portador 175. El quinto portador
estd montado sobre el cuarto portador 174 utilizando tornillos 215 (solamente se muestra uno). El quinto portador 175
estd alineado de la misma forma que la placa de montaje de laser 131A, utilizando dos pares de tornillos micrométricos
removibles 216 y pasadores de resorte 217, los cuales estdn montados ortogonalmente en el quinto portador 175 (s6lo
se muestra un par), y los cuales pueden ser removidos después de apretar los tornillos 215 para reutilizarlos.
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El muestreador de haz 222 funciona para reflejar una porcién del haz de laser para obtener un haz de referencia
para monitorizar su intensidad para su uso mediante un circuito diferencial en el andlisis de células sanguineas como
se describe mds abajo. El muestreador de haz 222 tiene una superficie parcialmente reflectora 223 para reflejar una
porcién del haz sobre un detector de referencia 224, tal como un fotodiodo. En una realizacién util de la invencidn,
se refleja el 20% del haz. El detector de referencia estd montado sobre un tablero preamplificador del detector de
referencia 227, el cual estd conectado al quinto portador 175 a través de monturas 226. El detector de referencia
224 mide las fluctuaciones aleatorias en la fuerza del haz inherentes a la fuente del ldser 131. Esta informacién es
muestreada mediante el tablero preamplificador detector de referencia 227 y se utiliza para compensar las mediciones
de la absorcion de haz hechas por el sistema detector 164.

Al muestrear el haz después de que ha sido filtrado mediante el filtro espacial 130 y conformado por la placa de
apertura 201 A de conformacién de haz, solamente aquellas fluctuaciones de potencia aleatorias que afecten el haz tal
como es proyectado en la celda de flujo 110 son medidas. Las fluctuaciones que afectan solamente esas porciones del
haz que son filtradas o enmascaradas por las placas de apertura 195, 201 A son, por lo tanto, ignoradas por el circuito
diferencial. Esto resulta en una compensacién mds precisa de la medicién de la absorcién.

La porcién remanente del haz es transmitida a través del muestreador de haz 222, y es desviada axialmente de
manera ligera por la refraccion. El haz pasa hacia un lente iluminador 220, el cual estd montado en un agujero central
en el quinto portador 175. La imagen del haz de l4ser es entonces enfocada por el lente iluminador 220 sobre la
corriente de células en suspension. Una tercera abertura de conformacién de haz 220 se interpone entre el lente 220 y
el muestreador de haz 222, para conformar el haz de ldser que entra al lente de 220.

Un flexionador 230 construido de una lamina de metal tal como un acero para resorte estd montado entre el tercero
y cuarto portadores 173, 174 y estd conectado a la carcasa del iluminador 170. El flexionador, junto con el ajustador
micrométrico 231 y el pasador de resorte 232, provee un ajuste angular del dispositivo portador 171-175 con respecto
a la carcasa. Al girar el ajustador micrométrico 231 fijamente se ajusta el dngulo del dispositivo portador 171-175
a medida que el flexionador 230 sufre de flexidén. Después de que los tornillos 233 son apretados para asegurar el
dispositivo portador en su lugar en la carcasa, el ajustador micrométrico 231 y el pasador 232 pueden ser retirados y
reutilizados para ensamblar otro iluminador.

La carcasa de iluminador 170 estd montada sobre el anillo de montaje iluminador 176B sobre una cara anular 237.
La posicidn de la carcasa de iluminacidn sobre la cara anular del anillo de montaje del iluminador se ajusta utilizando
el ajustador micrométrico 237 y el pasador 236. La posicién es asegurada mediante tornillos 235 (se muestra uno),
después de lo cual el ajustador micrométrico y el pasador pueden ser retirados y reutilizados.

Para manufacturar el dispositivo iluminador 130, los componentes 6pticos son alineados y ensamblados preferible-
mente en el orden y manera descritos mds arriba. Los ajustadores micrométricos (y los pasadores de resorte opuestos)
y las herramientas de enfoque facilitan el posicionamiento preciso de cada componente antes de que sea asegurado en
su lugar. Después de asegurarlas en su lugar, las herramientas de ajuste micrométrico (y los pasadores) son retiradas
de las estructuras ensambladas. También deberia entenderse que pueden ser ajustados diversos micrémetros, de tal
manera que todos los componentes Opticos estén orientados apropiadamente y luego asegurados en su lugar mediante
los tornillos de montaje, después de lo cual los micrémetros son retirados.

Los ajustadores micrométricos, los pasadores de resorte y las herramientas de enfoque excéntricas son estanda-
rizados Optimamente a través del iluminador, reduciéndose por tanto el nimero de partes que deben ser compradas
y mantenidas en inventario para su uso en el proceso de manufactura. Puesto que estas partes son reutilizadas en la
fabrica, pueden utilizarse herramientas de precision extremadamente altas y atin el coste de los materiales del ilumi-
nador producidos es sustancialmente reducido. Ademads, esta técnica de manufactura produce un costo reducido de tal
manera que un iluminador instalado en una maquina que requiere servio puede ser remplazado mds eficientemente
con un dispositivo prealineado desde la fabrica y el dispositivo que requiere servicio puede ser regresado a la fabrica
para servicio. Deberia entenderse que el término fabrica tal como se usa aqui abarca tanto la manufactura original
y una localizacién donde se pueden realinear dispositivos fuera de alineamiento, por ejemplo, un establecimiento de
servicio, una furgoneta de reparaciones y similares. También deberia entenderse que dispositivos de ajuste diferentes
a las herramientas de enfoque excéntrico pueden ser utilizados para mover los componentes los cuales necesitan ser
enfocados en la direccién z en el camino del haz, y que el término herramientas de enfoque estd concebido de ma-
nera que incluya tales dispositivos dentro de su definicién. También deberia entenderse que los términos “ajustadores
micrométricos”, “pasadores de resortes” y “herramientas de enfoque” tal como se usan aqui incluyen los diversos
elementos “barras, nueces, conexiones roscadas, etc”’. que también pueden ser retirables, para asegurarlos de manera
removible en los componentes para ajustar los componentes del iluminador.

Una estructura y método alternativo de alineacién del dispositivo iluminador se muestra con referencia a las Figuras
2A a 2]. En esta realizacion alternativa, el dispositivo iluminador 130 incluye un subdispositivo de diodos de ldser
3010, un dispositivo de carcasa 3020 y un dispositivo del lente de enfoque 3050. El dispositivo de carcasa 3020 también
recibe un primer subdispositivo 3030 que contiene la abertura de filtro espacial 195 y un segundo subdispositivo que
contiene la abertura de conformacién de haz 201A. Con referencia a la Figura 2A el diodo de ldser 131 estd montado
sobre un tablero de circuito 149 y estd montado a la carcasa 3010 en un miembro espaciador 3011 en una relacion fija.
El lente de colimacién 158 también estd montado en la carcasa 3010 en un anillo de retencién 3012 espaciado con
precision desde el diodo de laser 131 mediante una distancia y orientacién predeterminadas de manera que produzca
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un haz de laser B colimado. El diodo de laser 131 y el lente 158 son entonces preenfocados utilizando un dispositivo
de tornillos convencional y forma un subdispositivo integrado.

La carcasa 3010 incluye un anillo 3022 que tiene un segmento esférico para entrar en contacto con una abertura
de contracierre de la carcasa 3020. Esta superficie esférica es medida a partir de un radio R14, que se origina aproxi-
madamente desde el diodo de ldser 131 como se ilustra en la Figura 2A. El radio preciso no es significativo en cuanto
que hay esencialmente un punto (mas especificamente eliptico) de contacto con el contracierre opuesto (preferible-
mente cénico o frustrocénico) como superficie de la carcasa 3020. El dispositivo de diodo de laser 3010 es acoplado
entonces a la carcasa 3020 mediante un conjunto de dos tornillos diferenciales ortogonales 3024 los cuales se utilizan
para ajustar la salida de eje de laser del lente 158. Los tornillos diferenciales 3024, de los cuales uno se muestra en la
Figura 2A tiene dos roscas de tornillo concéntricas con puntales 3024A y 3024B que son diferentes uno de otro. Al
hacer rotar el tornillo diferencial 3024C se produce un ajuste fino del eje del haz, cuya gradualidad de ajuste iguala la
diferencia entre los dos puntales roscados 3024A y 3024B. Al hacer rotar el tornillo pareja 3024D que engancha con
el puntal roscado 3024 A del tornillo diferencial 3024 se produce un ajuste grueso del eje del haz con una granularidad
igual al puntal roscado 3024A. Asi, la inclinacién de la superficie esférica 3022 es ajustada con respecto al eje de
la carcasa 3020. Esta es una estructura convencional y usa una cabeza de tornillo 3024D para el ajuste grueso y una
cabeza hexagonal 3024C para el ajuste fino. Los dos tornillos diferenciales ortogonales 3024 son usados entonces
para orientar el dispositivo de diodo de ldser 3010 para tener un eje 6ptico comtn con los componentes 6pticos del
dispositivo iluminador 130. Una vez que el eje del diodo de laser ha sido ajustado apropiadamente, un conjunto de
tornillos entre la carcasa 3020 y la carcasa del dispositivo de diodo de 1dser 3010 como se muestra en la Figura 2B, y el
area de carcasa 3028 es llenado con epo6xido, por ejemplo, epéxido marca 3M EC2216, para definir el eje del diodo de
laser. Se inserta una empaquetadura 3026 alrededor del conjunto de tornillos 3025 en el drea 3028 para formar un sello
y mantener el conjunto de tornillos sumergido en el epoxi. Cada tornillo diferencial 3024 opera contra una fuerza de
tension ejercida por un apilamiento de empaquetaduras Belleville 3026 entre un tornillo 3027 y una carcasa 3020, lo
cual sirve para mantener una contrafuerza sobre el tornillo diferencial 3024 para mantener la superficie esférica 3022
en un punto de contacto con la carcasa 3020.

Con referencia a la carcasa 3020, incluye una via de paso cilindrica o agujero a través de su interior, y tiene un
hombro 3029 contra el cual el lente colector 190 del filtro espacial es impulsado. El lente 190 es montado con seguridad
y mantenido en su lugar mediante una empaquetadura de resorte 3021, la cual puede ser una empaquetadura Belleville
o una variacién de la misma. El lente 190 es montado en la carcasa en una orientacion fija, para la cual tipicamente
no hay ajuste. El lente objetivo 185 del filtro espacial y la abertura 195 del filtro espacial estdn insertados dentro de
la carcasa 3020. La abertura 195 es insertada en un subdispositivo 3030, el cual estd preferiblemente provisto de una
seccion transversal rectangular y se inserta en una abertura cilindrica 3039 que atraviesa la carcasa 3020 e intercepta
el eje de haz. Con referencia a la Figura 2C, una vision superior del subdispositivo 3030 para la abertura 195 insertada
en la carcasa 3020, se ve que las esquinas del dispositivo de abertura 3030 son impulsadas contra la pared cilindrica
de la carcasa 3020 mediante un pasador de resorte de bola 3031, el cual fuerza la abertura 195 contra el agujero contra
la cual es insertado. El par de pasadores de resorte de bola 3032 sirven para asentar cinéticamente el subdispositivo
3030 en el agujero perforado con precision en la carcasa 3020.

La abertura 195 es por lo tanto una estructura removible que ventajosamente permite la insercién de una abertura
localizadora 3038, lo cual es una herramienta que se usa temporalmente para propdsitos de alineacién del haz del
diodo l4ser utilizando los tornillos diferenciales 3024 como se discuti6 previamente y luego se retiran. Con respecto a
la Figura 2F la abertura del localizador 3038 se ilustra como una cruz que tiene una dimensién que permite localizar
el centro preciso. La abertura 195 tiene un agujero pequefio de tal manera que es dificil ver la luz que pasa a través
del agujero, atn cuando se mantenga frente a una luz brillante. El uso de la abertura de localizador 3038 permite
ajustar la orientacion del haz para atravesar una pierna de la cruz de manera que el haz pase a través de la misma y
pueda ser detectado corriente abajo de la abertura 3038. Esto es ilustrado con una linea vertical 3038X en la Figura
2F. Una vez que el haz esté centrado en una de las piernas, puede ser trasladado al centro de la cruz, correspondiendo
con el centro de la abertura 195, tal como se ilustra con la linea punteada 3038Y. De esta manera, el haz del diodo
de laser puede ser ajustado en dos dimensiones y el centro de la abertura 3038 puede ser localizado. Se cree que esto
es mas facil que simplemente tratar de desenfocar el haz de laser y localizar el centro enfocando progresivamente el
haz de laser y ajustando la inclinacién para mantener el haz pasando a través de la abertura 195. Debe anotarse, sin
embargo, que esta técnica de desenfoque también puede ser utilizada en lugar de insertar una abertura localizadora
separada 3038.

El lente objetivo 185 del filtro espacial estd montado sobre un cilindro 3060, el cual estd adaptado para moverse
a lo largo del eje del haz para enfocar el haz de laser sobre la abertura 195. Con referencia al cilindro 3060 éste estd
maquinado con un primer radio R1 que da una estructura cilindrica en general de la cual una porcién estd maquinada
en un segundo y mds grande radio R2, descentrado del radio R1. El resultado es un arco 3062 que provee al cilindro
3060 con dos contactos de linea o rieles que estdn enganchados contra el agujero de la carcasa 3020 mediante un
mecanismo excéntrico. El mecanismo excéntrico, descrito mds abajo, mueve el cilindro 3060 a lo largo de los rieles y
por lo tanto el eje del haz para enfocar el lente colector 185 del filtro espacial. En este aspecto, el lente colector 185
estd montado sobre el cilindro 3060 en una relacién fija. El cilindro 3060 estd provisto con un soporte cinemdtico en
los dos contactos de linea que permite trasladarse a lo largo del eje del haz sin desviarse en o alrededor de un plano
ortogonal del eje del haz.
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La traslacién es obtenida mediante una excéntrica 3064 que es ajustada con un tornillo 3066 que hace rotar un
pasador 3067 alrededor de un eje en la excéntrica 3064. Con referencia a las Figuras 2D y 2E, el pasador 3067 esta
enganchado en una hendidura 3068, de tal manera que el pasador 3067 rota alrededor del eje excéntrico 3064, el
pasador se moverd en la hendidura 3068 y hace que el cilindro 3060 se traslade linealmente a lo largo del eje de
haz. El tornillo de ajuste 3066 estd asegurado en una carcasa con una empaquetadura Belleville 3069 que impulsa la
excéntrica 3064 en contacto con el cilindro 3060 y mantiene los dos rieles, indicados por las flechas 3061A y 3061B
en la Figura 2D, contra el interior de la carcasa 3060. Esto proporciona una accion suave de la carcasa a medida que
la excéntrica es hecha rotar y previene que el lente se desvie, mas especificamente manteniendo el lente en un plano
perpendicular al eje del haz a medida que el cilindro 3060 es enfocado por movimiento de la excéntrica 3064 y el
pasador 3067.

Con referencia a la Figura 2A, la abertura de conformacién de haz 201A estd montada de manera segura en un
marco ajustable 3040 que estd acoplado a la carcasa 3020 por medio de un tornillo de cabeza oval 3042. El tornillo
de cabeza oval tiene una nuez de tope eldstico 3043. El tornillo de cabeza oval 3042 estd montado contra una abertura
de contracierre en la carcasa 3020 en una manera tal que lo permite, y asi el marco 30, para pivotear alrededor en
un centro en tres grados de libertad. El tornillo de cabeza de domo 3042 tiene una superficie sustancialmente esférica
para localizarla contra el agujero de contracierre en la carcasa 3020. El marco o dispositivo de abertura 3040 incluye
dos conjuntos de tornillos que son utilizados para controlar el pivote del dispositivo 3040 alrededor de la esfera con
cabeza de domo. Cada juego de tornillos hace que el dispositivo 3040 pivotee alrededor de un pequefio arco de manera
que la abertura 201 A puede ser centrada sobre el eje del haz. Un pasador retenedor 3045 se utiliza para evitar que el
dispositivo 3040 rote. El pasador engancha un surco 3044 que permite que el dispositivo 3040 se mueva, pero no le
permite rotar.

El dispositivo muestreador de haz 222 estd localizado en una montura 3080 asegurada a la carcasa 3020, de tal
manera que refleja una porcion y refracta el resto del haz de laser. Como resultado, el haz de laser que pasa a través
del muestreador 222 es separado con respecto a la salida de haz mediante el diodo de ldser como se indica en la Figura
2A.

Un fotodiodo de referencia 227 esta localizado por encima del muestreador de haz 222 en la montura 3084 asegu-
rando la carcasa 3020. Estos elementos 222 y 227 permanecen fijos en su lugar.

Con respecto al lente de enfoque 220, estd montado en un dispositivo 3050 que se utiliza para enfocar el haz de
laser sobre una celda de flujo 110 (mostrada en la Figura 2A con la marca FC).

Con respecto a la Figura 2C una vista lateral del dispositivo 3050 que retiene los lentes 220 indica que hay dos
excéntricas y un pasador fijo que se utilizan para localizar los lentes al 220 en el camino del haz refractado. El lente
220 es montado de manera segura a una placa 3052 la cual es posicionada de manera ajustable sobre el dispositivo
3050. El dispositivo 3050 es a su vez conectado a la carcasa 3020 por ejemplo, atornillandolos juntos. La placa 3052
tiene un pasador 3054 que estd fijo en la carcasa 3050 y se desliza dentro de un surco 3055 en la placa 3052. La
primera excéntrica 3056 hace que la placa 3052 rote alrededor del pasador y asi oriente el lente sobre el eje del haz en
una posicion hacia arriba y hacia abajo con respecto al eje del haz. La segunda excéntrica 3058 se utiliza para trasladar
el lente 220 a la izquierda y derecha del eje del haz y la placa 3052 rota alrededor del pasador 3054. Una vez que el
lente 220 es centrado en las dos direcciones, la placa 3052 es localizada abajo hacia el dispositivo 3050 mediante tres
tornillos de aseguramiento y empaquetaduras Belleville (no mostradas). Se nota que el foco provisto por el lente 220
no es particularmente critico para el dispositivo iluminador 130, en tanto que la celda de flujo puede ser desviada en
un rango de tolerancia que es adecuado para iluminar las particulas bajo examen.

Con respecto a las Figuras 2H y 2I, el dispositivo iluminador 130 estd montado sobre un dispositivo que se utiliza
para orientar la salida del haz de 14ser de los lentes 220 sobre la celda de flujo. El dispositivo incluye una base 3100
y dos bucles de giro 3102 que proveen control cinemadtico sobre el ajuste del dispositivo iluminador 130, y por lo
tanto del eje del haz de laser. Cada bucle de giro tiene esencialmente la misma estructura de la cual solamente uno
se muestra en las Figuras 2H y 2I. Cada bucle de giro 3112 tiene una porcién roscada hacia la izquierda 3103 y una
porcidén roscada hacia la derecha 3104. Respectivamente montadas sobre cada una de las roscas hay una bola 3113 y
3115 y superficies rugosas 3112 y 3114 las cuales son separadas mediante un resorte 3108. Cada una de las superficies
3112y 3114 son puestas respectivamente en su lugar contra las bolas 3113 y 3115. El resorte 3109 estd montado entre
una hendidura 3120 y una bola 3113 para mantener el bucle de giro 3102 enganchado contra un tornillo de cabeza de
domo 3122. Asi, cuando el bucle de giro 3102 se hace rotar en el sentido de las manecillas del reloj las bolas 3113 y
3115 se mueven hacia afuera con respecto al centro de la carcasa 3020, lo cual hace bajar el dispositivo iluminador e
inclinar el eje del haz de l4ser. Una rotacién en contra de las manecillas del reloj operard la elevacion de la porcion del
cilindro sobre el bucle de giro e inclinard el eje del haz de 14aser hacia el otro camino.

Los resortes 3124 y 3125 se utilizan para mantener la carcasa 3020 en contacto con las superficies rugosas 3112
y 3114 respectivamente. Los resortes 3124 y 3125 no tienen una tension critica, sino que solamente evitan que la
carcasa caiga. Las superficies rugosas 3112 y 3114 son cilindricas, y tienen una curvatura que es tangencial al barril
de la carcasa del iluminador 3020 y por lo tanto proveen un punto de contacto (mds exactamente un contacto eliptico).
Asi, con dos bucles de giro 3112, el dispositivo iluminador puede ser inclinado hacia arriba o hacia abajo mediante
el ajuste apropiado de los bucles de giro respectivos, y el dispositivo iluminador puede ser trasladado verticalmente
(mientras que mantiene el dngulo de inclinacién constante), por accién simultinea de los dos bucles de giro en la
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misma direccién. La traslacién del dispositivo iluminador 130 en las direcciones x y y se obtienen mediante el ajuste
del tornillo de cabeza de domo 3122 para desviar el bucle de giro 3102 y sus piezas rugosas como una unidad. El
ajuste separado de los bucles de giro mediante los tornillos de cabeza de domos respectivos operard para desviar el
dispositivo iluminador hacia la izquierda y la derecha. Asi, el cilindro de la carcasa 3020 puede ser movido en dos
dimensiones con cuatro grados de libertad cinemdticamente. Ademds, el dispositivo anterior puede ser provisto con
una traslacion en el eje z (esto es, a lo largo del eje del haz) para enfoque, el cual se obtiene mediante un tornillo de
cabeza oval separado 3130 que estd montado en una hendidura 3120 y se asienta contra un tope fijo 3134 sobre la
base del dispositivo 3100. De la misma forma, otra placa 3200 (mostrada en segundo plano en la Figura 21) puede ser
interpuesta entre la base 3100 y los bucles de giro y se utiliza para proveer una traslacion en el eje y (esto es, desviar
el dispositivo iluminador y el eje del haz lado a lado) de los bucles de giro utilizando un tornillo de cabeza oval 3230
en una hendidura 3232. Se usan una o mds guias o rieles apropiados (dos se muestran en la Figura 2J) para mantener
una traslacién lineal precisa, tal como es conocido por los de experiencia normal en la técnica. Alternativamente, la
base 3100 podria ser montada sobre la placa 3200 con los ajustes apropiados entre los tornillos de cabeza oval, las
hendiduras y las localizaciones de los miembros de detencién. Con respecto a la Figura 2J, puede interponerse un
resorte 3230A entre la hendidura 3150B y el tornillo de cabeza oval 3130 para mantener el dispositivo de hendidura
3120 en contacto con el tornillo de cabeza oval 3130. Puede usarse una tuerca de aseguramiento 3130A para asegurar
el dispositivo una vez que el foco (o la desviacion) ha sido alcanzado.

La fuerza ejercida por los resortes 3109 y 3108 es apenas suficiente para superar la friccién. El uso de bolas 3113 y
3115 es preferido para facilitar la tolerancia en la maquinacién de las partes. En este aspecto, las bolas pueden pivotar
alrededor de sus centros hasta cierto grado, sin involucrar ninglin cambio en la posicién de las superficies rugosas
3112y 3114.

En este dispositivo alternativo, se obtiene un alineamiento exacto y preciso del componente dptico para el dispo-
sitivo de iluminacién 130, con un minimo nimero de partes, facilidad de manufactura y relativamente bajo coste aun
comparado con la realizacion descrita en relacién con la Figura 2.

Como se muestra en la Figura 1, después de salir del dispositivo iluminador 130, el haz de laser B es dirigido sobre
la corriente de células en suspension en el punto 119 en la celda de flujo 110. Preferiblemente, la celda de flujo 110
estd inclinada en un dngulo 118 con respecto al plano normal del eje del haz de ldser B de 30-50, preferiblemente 40
(no mostrado en la Figura 1). El eje de inclinacién es paralelo al eje longitudinal de la abertura de conformacién del
haz y perpendicular tanto al eje ptico como al eje de la celda de flujo.

Después de salir de la celda de flujo 110, el haz disperso entra en el sistema detector 164. El sistema detector 164,
mostrado en un corte en le Figura 3, comprende un lente de dos elementos, de alta abertura numérica (NA) 301, un di-
visor de haces 310, un detector de absorcién 315 con un lente de imagen correspondiente 316, un sistema de detencién
oscuro 320, un espejo divisor 330 y detectores de dispersion 345, 346 con un lente de imagen correspondiente 347.
Cada uno de los elementos estd montado en el espacio cilindrico de la carcasa 305 en una posicién predeterminada y
fija.

El sistema de lentes de alto NA 301 recoge y colima la luz dispersa de la celda de flujo, formando un patrén circular
de rayos paralelos para segregacién mediante el divisor de haces 310 y el detenedor oscuro 320. Es importante que
este sistema de lentes tenga una alta apertura numérica con el fin de recolectar el haz disperso a través de un maximo
angulo sélido incluido subextendido alrededor de la celda de flujo 110. Ha sido encontrado por los inventores, sin
embargo, que alguna aberracion esférica en el patrén de la luz recolectada formada por el lente es permisible sin
ninguna degradacién significativa de la medicién de la absorcién y la dispersién. Por esta razén, se puede utilizar
un lente de alto NA de 2 elementos de coste mds bajo en el sistema detector de la invencidn. El lente de alto NA
301comprende un primer elemento 302 y un segundo elemento 303, y estd montado en el espacio de la carcasa del
detector 305. El lente 302 se mantiene en su lugar mediante un retenedor de resorte 302A, que se apoya contra un
miembro espaciador 302B el cual separa el lente 302 y el lente 303 por una distancia fija. El retenedor de resorte 302A
puede ser una forma de una empaquetadura Belleville hecha, por ejemplo, de nailon.

Después de salir del segundo elemento 303 del lente de alto NA 301, la luz colimada golpea el divisor de haces
310 el cual estd montado en una orientacién angular fija al eje de haz en un miembro espaciador 310A. Una porcién
de la luz es reflejada por el divisor de haces 310 y pasa a través de un lente de imagen de detector de absorcién 316
montado en la base 305. El lente de imagen 316 enfoca la luz sobre un detector de absorcién 315. En una realizacién
actualmente preferida del detector, 50% de la luz del lente de alto NA es reflejada por el divisor de haces 310 para
su uso en el canal de absorcién. El divisor de haces 310 también tiene una arista 0.50, la cual es el dngulo medido
entre la superficie dptica frontal del divisor 310 y el plano éptico posterior del divisor 310 para reducir la interferencia
generada desde los haces reflejados. Alternativamente, el lente 316 puede estar montado en un miembro espaciador
310 en una posicion fija con respecto al divisor de haces 310 para proveer una disposicién alineada.

El detector de absorcién 315 es preferiblemente un diodo fotosensible montado sobre un tablero de circuito detector
352, el cual se describe en mas detalle mas adelante.

El detector de absorcién realmente mide la luz no absorbida de la celda de flujo que es recogida por el lente de
alto NA. Esta medicion es afectada por fluctuaciones aleatorias en la potencia del laser del diodo del 14ser 131 (Figura
1). Las fluctuaciones son medidas por el detector de referencia 224 y son convertidas en una sefial eléctrica oscilante
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en el tablero de preamplificacién del diodo de referencia 227, y son sustraidas de la sefial del detector de absorcién
mediante un circuito de diferencia en el tablero DATAC 115 (Figura 11A). Al eliminar el efecto de las fluctuaciones de
potencia aleatorias de enlace, se obtiene una medicién mas limpia de la absorcién. Ademas, debido a que solamente la
porcién enmascarada del haz utilizado en la medicién de la absorcién es muestreada por el muestreador de haces 222,
el circuito de diferencia sustrae solamente esas fluctuaciones aleatorias en el haz de laser que son probablemente las
que afectan la medicién de la absorcién. Resulta entonces una compensacion mas exacta de la medicion.

La porcién restante de la luz recolectada por el lente 303 de alto NA es transmitida a través del divisor de haces 310
para su uso en la medicién de la dispersion de alto y bajo dngulo. Puesto que la luz ha sido colimada, la porcién externa
del patrén circular comprende luz que fue dispersada con un dngulo mayor en la celda de flujo. La porcién interna
del patrén es luz dispersa en un dngulo bajo. Estas dos porciones de la luz dispersa son segregadas por el detenedor
oscuro 320, el cual se muestra en la vista plana en la Figura 4. El detenedor oscuro estd construido preferiblemente
de una placa metélica delgada que tiene un recubrimiento opaco, no reflector. El detenedor oscuro es preferiblemente
montado en el espacio de la carcasa 305 contra un hombro a un dngulo I (Figura 3) de aproximadamente 720 (7.410
perpendicular al camino del haz, con el fin de reducir la interferencia de las reflexiones fantasma que regresan hacia
el sistema 6ptico y para minimizar las aberraciones del sistema éptico. Pueden usarse otros dngulos, por ejemplo
un 4dngulo entre 50 y 100. En una realizacion, puede proveerse un ajuste de tornillo para seleccionar el dngulo del
detenedor oscuro 320 con respecto al hombro. El detenedor oscuro 320 se mantiene en posicién mediante miembros
espaciadores 310A y 320A y la empaquetadura de retencién 302A.

El recubrimiento opaco del retenedor oscuro 320 tiene una pluralidad de aberturas conformadas con precision que
permiten que la luz pase de acuerdo con su distancia desde el centro del patron de luz. Una primera abertura 321
permite una dispersion de alto angulo, la cual es tipicamente luz dispersa entre 50 y 150 en la celda de flujo, para que
pase. En una realizacion preferida, la primera abertura 321 es una abertura conformada segtn el sector limitada por un
radio interno de 3.94 mm y un radio externo de 11.57 mm, y se extiende a través de un arco de ligeramente menos de
1800. En la mitad restante de la detencién oscura 320, segunda y tercera aperturas 322, 323 permiten una dispersioén
de angulo bajo, la cual es tipicamente dispersa entre 20 y 30, para pasar. En una realizacién preferida, la segunda y
tercera abertura 322, 323 son aberturas conformadas segtin el sector limitadas por un radio interno de 1.58 mm y un
radio externo de 2.37 mm, y cada una se extiende a través de un arco de ligeramente mas de 900. El detenedor oscuro
permite entonces que solamente la dispersion de alto dngulo pase en una mitad del patrén de luz, y la dispersién de
angulo bajo pase en la otra mitad.

Para facilidad de alienacién, el centro del detenedor oscuro 320 puede tener un agujero para permitir que una
porcién del haz de l4ser pase a través del mismo e impacte el espejo divisor reflectivo 320 para alineacién. Una
vez alineado, el agujero es ocluido durante el uso mediante una barra insertada entre el detenedor oscuro y el lente
colector la cual bloquea la porcion de haz que pasa a través del agujero de alineamiento, pero no bloquea las aberturas
conformadas.

Debe entenderse que las aberturas no radiales en el detenedor oscuro pueden ser usadas para detectar las interac-
ciones Opticas de dispersion diferentes (y opcionalmente de absorcién). De la misma forma, podria usarse un haz de
l4ser no circular para impactar sobre la corriente de particulas en la celda de flujo 110. En tal caso, podria ser deseable
mapear empiricamente las interacciones del rango de dispersién deseadas (y de absorcién) usando tales aberturas no
radiales y/o haces no circulares, a la vista de los patrones conocidos de dispersién y de absorcién para, por ejemplo,
haces de laser circulares y aberturas seccionadas anulares radiales con detenedores de haces (esto es, la configuracién
convencional para los citometros de flujo), de manera que las sefales detectadas puedan ser interpretadas apropiada-
mente para identificar y enumerar correctamente las particulas bajo examen.

El patrén de luz, tal como es enmascarado por el detenedor oscuro 320, es transmitido a un espejo divisor 330
montando en una carcasa 330A la cual es a su vez asegurada (por ejemplo, mediante tuercas) a la base 305. El espejo
divisor comprende dos planos 6pticos 331, 332, dispuestos respectivamente por encima y por debajo del eje dptico
como se muestra en la Figura 5. Las superficies de los planos 331, 332 estdn orientadas en diferente planos que
tienen un eje comun y un dngulo de inclinacidn 334 entre los planos, como se puede ver mejor en la Figura 3. En una
realizacion preferida, el angulo 334 (Figura 3) entre las superficies 331, 332 es 5%20. El espejo divisor 330 estd montado
en la base 305 de manera que el borde 333 (véase Figura 5) de las superficies yace entre la porcion de dispersion de
angulo alto del patrén de luz y la porcién de dngulo bajo del patrén de luz. Esto es, la luz que pasa a través de la
primera abertura 321 del detenedor oscuro 320 golpea la superficie 331, mientras que la luz que pasa a través de la
segunda y tercera aberturas 322, 323 del detenedor oscuro golpean una superficie 332 de un elemento divisor de haces
330 (véase Figura 5). Las porciones de dispersion de alto y bajo dngulo del patrén de luz son reflejadas por lo tanto
en direcciones divergentes por el espejo divisor 330. Una realizacidn qtil utiliza el espejo de dispersién de dngulo alto
331 por encima del eje 6ptico en un dngulo de 40.750 con respecto al eje, y el espejo 332 de dispersion de 4ngulo bajo
por debajo del eje optico en un dngulo de 46.250 con respecto al eje del haz.

En una realizacién alternativa, puede usarse un prisma con facetas en lugar del espejo divisor para separar las
porciones de dispersién de alto y bajo dngulo del patrén de luz. Las Figuras 6 y 7 muestran un prisma angulado de dos
facetas 360 que comprende una primera y segunda secciones 361, 363 que tienen una primera y segunda facetas 362,
364, respectivamente. El prisma con facetas 360 estd montado sobre el dispositivo detector de manera que el patrén
de luz es transmitido a través del prisma en la direccién de la flecha A. La porcién de dispersion de dngulo alto del
haz desde el detenedor oscuro 320 impacta la primera seccién 361 del prisma, y la porcién de dngulo bajo impacta la
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segunda seccién 363. Puesto que las facetas 362, 364 han rotado dngulos de las facetas, las porciones de dispersion de
dngulo alto y bajo del patrén de luz son refractadas con dngulos diferentes.

El detenedor oscuro y el espejo o prisma de la invencidn podrian ser configurados para una resolucién adicional
del patrén de luz dispersa en tres, cuatro o mas rangos de dngulo de dispersion. Por ejemplo, el detenedor oscuro 370
y el prisma 374 mostrados en las Figuras 8 y 9 respectivamente, estdn configurados para separar los patrones en tres
porciones. El detenedor oscuro 370 tiene tres aberturas 371, 372, 373 localizadas en tres rangos de radio desde el
centro del patrén de luz. El prisma con facetas 374 tiene tres secciones correspondientes 375, 376, 377 para refractar
las porciones de haz resultantes sobre tres detectores (no mostrados).

Regresando a la Figura 3, las porciones dispersas de dngulo alto y dngulo bajo del patrén de luz pasan a través de
un lente de imagen detector de dispersion sencillo 347. EL patrén es enfocado como dos imédgenes, cada una sobre
un detector de dispersion de dngulo alto 345 y un detector de dispersién de dngulo bajo 346. Las dos porciones del
patrén de luz estdn separadas suficientemente por el espejo divisor 330 para formar dos imédgenes lado a lado sobre
los dos detectores lado a lado 345, 346. Esta disposicién elimina un lente de imagen, divisor de haces y un detenedor
oscuro adicionales los cuales de otra manera serian requeridos para separar las porciones dispersas de alto y bajo
dngulo del patrén de luz. El lente 347 también estd montado preferiblemente en la carcasa 330A. La estructura del
dispositivo detector 164, utilizando el espacio maquinado con precision en la carcasa 305 y los miembros espaciadores
proporciona asi un dispositivo detector posicionado con exactitud y a bajo costo.

El detector de absorcion 315 y los detectores de dispersion de alto y bajo dngulo 345, 346 estdn montados sobre un
tablero de circuito detector comtn 352. El uso de un tablero de circuito impreso comtin reduce los costos reduciendo
el recuento de partes y simplificando el ensamblaje. Ademads, la alineacion de los tres detectores, los cuales han sido
hechos separadamente previamente, puede hacerse en una operacién simple ajustando la posicion del tablero comiin
352. Las posiciones relativas de los tres detectores sobre el tablero de circuito impreso comun pueden ser mantenidas
con suficiente exactitud para uno con respecto al otro utilizando técnicas de ensamblaje de tableros estdndar PC.

Electronica-Una vista General

La Figura 11A es un diagrama de bloque simplificado que ilustra la arquitectura electrénica 101 de una realiza-
cion de la invencién. En la Figura 11A, una estacién de trabajo 113 estd conectada a un controlador del instrumento
analitico 105 y también puede estar conectada a diversos otros periféricos tales como una impresora o médem (no
mostrados). La estacidn de trabajo 103 puede también ser conectada a controladores y estaciones de trabajo de instru-
mentos adicionales. Se contempla que la estacion de trabajo 103 comprende un ordenador personal compatible IBM
o equivalente (un sistema operativo marca WINDOWS 95 o WINDOWS NT (marcas registradas de Microsoft)) y
tiene una unidad procesadora central por lo menos tan poderosa como un microprocesador tipo 486 y una memoria
adecuada, un monitor a color y un teclado y ratén para uso por un operador. La estacion de trabajo 103 estd conectada
preferiblemente a un Controlador de Instrumento Analitico 105 a través de una Ethernet 106.

EL Controlador de Instrumento Analitico 105 comprende una CPU 386 y una memoria 107 conectada a la Ethernet
106, a una memoria instantdnea externa 109, a un dispositivo lector de identificacién manual 104, el cual puede ser
un lector de c6digo de barras a través de un puerto RS232 176, a un puerto de analizador/muestreador RS232 110,
a un bus de Red de Control de Area (CANBUS) con interfaz 112, y a un tablero de interfaz de adquisicién de datos
(DATAC IB) 114. El DATAC IB 114 estd conectado a un tablero de adquisicién de datos (“DATAC”) 115 el cual
procesa las sefiales generadas por el dispositivo dptico de la peroxidasa (Perox) 116 y el ensamblaje 6ptico RBC 117.
Se suministra alimentacion a la estacién de trabajo 103, al controlador de instrumentos analiticos 105 y al DATAC
115 a partir de un circuito de suministro de corriente 200. El mezclador CANBUS 120 provee las conexiones de
cable para el controlador de instrumento analitico 115 a los varios nodos, lo cual estd explicado mds adelante. Con
referencia a las Figuras 11B y 11C, puede verse que el CANBUS conecta el Controlador de Instrumento Analitico
105 a una pluralidad de nodos. En particular, en la Figura 11B, el CANBUS esta conectado al nodo de hemoglobina
(nodo HGB) 122, el nodo indicador de conmutacién 124 y el nodo de conmutacién y presion 126. El nodo HGB
122 es parte del colorimetro HGB 121 y estd conectado a una fuente de alimentacién HGB y a un tablero de circuito
preamplificador 123. El nodo indicador de conmutacién 124 estd conectado a un panel de control 125 y al dispositivo
de despliegue de luz y conmutaciéon 127. El nodo de presién y conmutacion 126 estd conectado al ensamblaje de
enjuague universal 129, el ensamblaje de recipiente de residuos 128 y el ensamblaje 130A neumadtico/compresor. Se
suministra corriente al mezclador CANBUS 120, y al colorimetro HBG 121, al nodo indicador de conmutacién 124 y
al dispositivo neumético/compresor 130A mediante el circuito de fuente de alimentacién 200 de la Figura 11E.

Con referencia a la Figura 11C, el CANBUS esta conectado a los nodos impulsores del motor 132, 134, 136 y

138, los cuales estdn conectados a la bomba de muestra RBC Optica 133, a la bomba de porcién RBC Optica 135,
a la bomba de muestra PEROX 137 y a la bomba de porcién PEROX 139 respectivamente. EI CANBUS también
est4 conectado al nodo paralelo 140, el cual esta conectado al dispositivo de valvula de aspiracion y seleccion 142, al
dispositivo de valvula de porcién 144, al dispositivo de cdmara de reaccion PEROX 146 y al dispositivo de cdmara de
reaccion BASO 148. El CANBUS también esta conectado a dos Nodos Impulsores de Valvulas 150, 160. El primer
Nodo Impulsor de Vélvula (nodo 1) 150 estd conectado a través de un mezclador 151A a los diversos componentes que
comprenden el Circuito Fluido Unificado (UFC) el cual se discute en diversos sitios, incluyendo la valvula de porcién
de muestra 152, el dispositivo de Circuito de Flujo Unificado 153, el detector de Conductividad 154, el calentador
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PEROX 155 y el calentador BASO 156. El segundo Nodo Impulsor de Vilvula (nodo 2) 160 estd conectado a través
del mezclador 161A a diversas valvulas localizadas tanto en el dispositivo de Optica RBC 117 y el dispositivo de
optica PEROX 116. Ademds, el segundo Nodo Impulsor de Vélvula 160 estd conectado a través del mezclador 162 a
una pluralidad de vélvulas en el Ensamblaje de Control Neumatico 163.

La Figura 11D es un diagrama de bloque simplificado de las conexiones electrénicas para un Automuestreador 818
el cual puede estar acoplado con el citémetro de flujo de la invencidn. Un Tablero Microcontrolador 166 estd conectado
al Controlador de Instrumento Analitico 105 de la Figura 11A a través de una interfase RS232 analizador/muestreador
168. Un circuito de memoria CPU y EPROM 179 estd conectado a la interfaz RS232 186, y estd conectado al contro-
lador de tiempo 172A, un circuito de supervision de potencia 174A, una interfaz lectora de cédigo de barras 176A que
conecta el Tablero Microcontrolador 166 a un lector de cédigo de barras 178A. El Tablero Microcontrolador 166 es
conectado adicionalmente a un tablero secador de disefio particularizado 180 a través de un Puerto de Expansién ISBX
182. El tablero de secado comprende el Puerto de Expansion ISBX 182 conectado a una Interfaz RS232 de Diagndsti-
co 183, una Interfaz del Sensor de posicién del Mecanismo de gradillas 184, un impulsor del Control del Movimiento
del Mezclador por Pasos 181, un Control del Movimiento de Alimentacién en Cola con Impulsor 189 y un Impulsador
y Controlador del Actuador de Aire 190A. Conectado al Tablero Secador 180 estd el Mecanismo de Gradillas 192A,
el Mecanismo de Movimiento y Mezclador 194, el Mecanismo de Alimentacién 196A, el Mecanismo de Actuador de
Aire 198A y un Puerto de Diagnédstico del Muestreador 199A. Se suministra alimentacién al Automuestreador 818
mediante el circuito de suministro de potencia 200 de la Figura 11E.

La Figura 11E es una realizacién de un circuito de fuente de alimentacién 200 adecuado para su uso con el
aparato de la invencion. El circuito de alimentacién de potencia 200 utiliza ventajosamente fuentes de alimentacién
de linea lo que evita el uso de fuentes de alimentacion conmutadas. Las fuentes de alimentacién de linea son menos
costosas que las fuentes conmutadas, y genera menos ruido en el sistema. EL ruido de la fuente de alimentacién
puede ser mantenido en un minimo de manera que las sefiales generadas por resultado del andlisis 6ptico de las
muestras de sangre no sean corrompidas por dicho ruido. La energia eléctrica de corriente alterna (A/C) viene al
dispositivo de filtro RFI 202, el cual incluye fusibles F1, F2 y un conmutador interruptor principal de potencia S1, y
proporciona las salidas A/C 203 para uso con los componentes de la estacion de trabajo 103, tales como el ordenador
y el monitor. El dispositivo RFI 202 proporciona un sistema de tierra y también proporciona proteccién de picos
de voltaje transientes, fusibles de suministro de potencia y conmutadores de programacion selectores de voltaje (no
mostrados). El Conmutador de Transporte Cero 204A se utiliza para encender y apagar el sistema, y una fuente de
alimentacién lineal AC a DC 205 proporciona 5 voltios a 3 amperios para uso de tales componentes como la ldmpara
HGB, el conmutador del panel frontal y otros componentes del control de presentacién. E1 Conmutador de Transporte
Cero 204A estd conectado a un convertidor de AC a DC con fuentes de alimentacién 206, 207 y 208. La energia
se suministra directamente desde el Conmutador de Transporte Cero 204A a un transformador de aislamiento el
cual es utilizado para alimentar los médulos neumaticos 126 a través de la linea J3. La fuente de alimentacion 206
suministra 24 voltios DC a 12 amperios a los ventiladores, solenoides, bafios de calentamiento, secadores y motores del
aparato. Los ventiladores (no mostrados) para el sistema estdn montados por debajo de la fuente de alimentacién 200
y los demds componentes que comprenden la invencién, y proporcionan asi enfriamiento por aire forzado al sistema
completo. La fuente de alimentacién 207 suministra +/- 12 voltios DC a 1.7 amperios al muestreador, calentador y
componentes de comunicacion. La fuente de alimentacién 207 también proporciona 5 voltios DC a 12 amperios para
el muestreador y los componentes de procesamiento del sistema légico. La fuente de alimentacién 208 proporciona
5 voltios DC a 6 amperios para la ldmpara 6ptica de peroxidasa. La fuente de alimentacién 208 también suministra
+/- 15 voltios DC a 15 amperios para el calorimetro HGB 121, el DATAC 115, el dispositivo de iluminacién del canal
de referencia y el dispositivo de Optica RBC 117. Otros componentes, no mencionados inmediatamente mds arriba,
también reciben potencia del circuito de alimentacién de potencia 200 segtin sea necesario.

El Indicador de Conmutacién y el Nodo de Voltaje 124 estd localizado en el Nodo de Alimentacién 200 y estda
conectado al sistema controlador 107 (mostrado en la Figura 11A de manera que incluye una CPU y dispositivos
de memoria asociados). El controlador de sistema 107 monitoriza cada fuente de alimentacién a través del Nodo
Indicador de Conmutacién 124 para asegurarse de que los niveles de voltaje estan dentro de los limites de tolerancia
preestablecidos. Si se detecta un problema, puede generarse una sefial de alerta para la pantalla en la estacion de trabajo
103 para notificar al operador. Ademas, los sensores de temperatura monitorizan la temperatura del aire del Médulo
de Potencia 200 y la temperatura ambiente del sistema que pueden ser presentadas en la estacion de trabajo 103.

Ahora que se ha presentado una visiéon general de la arquitectura electrénica del aparato, siguen descripciones
detalladas de ciertos componentes.

B. La Estacion de Trabajo

La Figura 12 es un diagrama de bloque simplificado de los dos subsistemas principales del aparato de acuerdo con
la presente invencion, el Subsistema Analitico 250 y el Subsistema de Estacién de Trabajo 103. La Estacién de Trabajo
103 comprende un PC compatible IBM 102 que tiene un monitor a color 108 y un teclado 111, el cual estd conectado
a una impresora 113 y al Controlador de Instrumento Analitico 105 a través de una conexion Ethernet utilizando el
protocolo TC/IP. La estacion de trabajo puede tener unidades de disco flexible, disco duro y CD-ROM vy un ratén.
El Subsistema Analitico 250 comprende el Controlador de Instrumento Analitico 105, el Automuestreador 165 y el
Tablero de Adquisicién de Datos 115.
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La Estacion de Trabajo 103 contiene software para iniciar la prueba de muestras de sangre, procesar los datos de
prueba resultantes y presentar graficamente los resultados. También puede estar acoplada con una red de comunicacio-
nes e interestaciones de trabajo. El software para habilitar los circuitos electrénicos y los dispositivos electromecanicos
del submédulo 250 para analizar las muestras y generar los datos de las pruebas para ser procesados, puede ser des-
cargado de la estacion de trabajo 103.

Con respecto al submddulo analitico 250, es una coleccién de dispositivos y software que juntos controlan y moni-
torizan los instrumentos hidraulicos, el muestreador 818 y se comunican con una estacién de trabajo del instrumento
103. EL controlador 105 ejecuta una rutina de software por ejemplo en un procesador Intel 386 ex. La arquitectura
también incluye una Ethernet y una red de 4rea de control (CAN) como tarjetas, un bus PC 104, un tablero DATAC 115
y el “NUCLEUS PLUS” RTOS, el cual es disponible de Accelerated Technology Inc. Un mecanismo de acoplamiento
“suelto” es empleado en la arquitectura del software del submdédulo analitico para proveer una mayor mantenibili-
dad, portabilidad y extensibilidad. Mecanismos IPC son los tinicos acoplamientos entre los médulos. En general, los
procesos bloqueardn la espera para entradas. Esta entrada puede venir del CANBUS, del automuestreador 818, de la
estacion de trabajo 103, del lector de cddigo de barras 178, 104, o de la expiracion de temporizadores internos.

La estacién 103 no forma parte de la presente invencién. Sin embargo puede ser usada con la presente invencién
para proporcionar mayor flexibilidad al usuario y habilitar la utilidad del instrumento de hematologia clinica descrito
aqui. Por ejemplo, alguna de las funciones convencionales que puede residir en el controlador de sistema 105, por
ejemplo, funciones de reinicio, y responder a las selecciones de entrada del operador sobre el panel de control de
instrumentos 125 (véase Figura 11B) para utilizar una o una serie de pruebas, puede ser cargado a la estacion de trabajo
para minimizar la congestién computacional en el controlador analitico 105 CPU 107. Asi, la estacién de trabajo 103
puede ser una maquina mas poderosa, tal como una CPU 486 DX 66MHz o una CPU clase Pentium. En este contexto
la estacion de trabajo PC 103 puede ser configurada para ejecutar un procedimiento (de arranque) que lanza todos los
procesos criticos del sistema requeridos, inicializa los atributos del sistema claves, presenta los principales ments del
sistema en la pantalla de la estacién de trabajo (evitando asi la necesidad de una pantalla dedicada al controlador del
sistema 105) proporciona un cierre limpio del sistema, permite que haya capacidad para configurar la inicializacién del
sistema en términos de: (i) operacién en linea (conectada a un instrumento) o fuera de linea (por ejemplo, operacién
sobre los datos en un disco); (ii) seleccionar los médulos criticos del sistema para lanzar y arrancar; y (iii) seleccionar
otros médulos para lanzar en el arranque.

La estacién de trabajo también lleva a cabo todo el procesamiento requerido sobre los datos digitales bésicos
recibidos del controlador del instrumento analitico 105 DATAC 115, y completa todos los andlisis de datos requeridos,
determinados por el modo analitico de la muestra, por ejemplo CBC, CBC/DIFF, etc. Asi, la estacién de trabajo 103
almacena, preferiblemente en forma comprimida, los datos primarios tal como fueron recibidos, emite los resultados
analiticos hacia un mecanismo de almacenamiento “de resultados” (memoria, disco flexible, impresién en papel) y
emite los resultados analiticos hacia una pantalla de recorrido (despliegue visual). Preferiblemente, la estacion de
trabajo también contiene software para el procesamiento del manejo de datos para operar sobre la post-adquisicién de
los datos adquiridos.

Otra funcién que puede llevar a cabo la estacion de trabajo 103 es como un punto de arbitracién central y de
emisién de mensajes al submédulo analitico 250. Maneja la emisién de mensajes al submédulo 25 segiin se requiera
para otras aplicaciones/procesos y recibe de nueve el estatus del submddulo 250. Tal estacion de trabajo 103 puede
conectarse al submédulo 250 mediante dos “conectores” unidireccionales uno para la emisién de mensajes de control
y el otro para recepcion de mensajes del estatus y de error.

Con respecto a las listas de trabajo, a las 6rdenes de trabajo y al control del recorrido de las pruebas de muestras, la
estacion de trabajo 103 puede ser responsable para asegurar que la selectividad (o mds correctamente el modo analitico)
y la informacién de encabezamiento (ID, fecha, hora, tipo de muestra, especie, etc.) son seleccionados en una base
muestra a muestra segin sea requerido por el usuario. Puede localizar la informacién requerida desde una lista de
trabajo definida por el usuario (si estd activa una), o una pantalla de interrupcién del usuario del control de recorrido
(si estd activa y contiene la informacién requerida), o desde una definicidn por sistema. Asi, la estacién de trabajo
puede recibir una notificacién de que una muestra va a ser procesada y reaccionar a esto emitiendo el modo analitico
requerido y la informacién de encabezamiento de la fuente pertinente; cuando se avanza en un modo de lectura de
c6digo de barras (a través del lector manual IDEE 104 o a través del lector de c6digo de barras del Automuestreador),
reciben los datos de los c6digos de barra y actualizan la pantalla de control de recorrido de acuerdo a ello; y cuando
se avanza en un modo de lista de trabajo, para emitir los datos de las muestras pertinentes tal como fueron recibidos
de la base de datos de la lista de trabajo hacia el submddulo analitico 250 y para emitir esta misma informacién a la
interfaz del usuario de control de avance.

En el inicio de una serie de pruebas tal como se inician mediante la estacién de trabajo 103, la CPU 107 del
sistema genera los comandos de los diversos nodos para adquirir los datos primarios de los glébulos rojos (RBC) y
las plaquetas (PLT) (colectivamente, RBC/PLT), reticulocitos (RETIC), Hemoglobina (HGB), peroxidasa (PEROX) y
canales de Baséfilos (BASO).

A medida que los datos de RBC/PLT y de hemoglobina son adquiridos son convertidos de forma andloga a digital y
cargados en un regulador del sistema CPU 107. Los datos digitalizados primarios son revisados en cuanto a su validez,
y si son validos, transferidos a la estacion de trabajo 103 para su procesamiento. Al final del periodo de adquisicién
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de datos, los datos acumulados de RBC/PLT y HGB son analizados por la estacién de trabajo mediante el programa
de andlisis de RBC/PLT, hemoglobina para calcular los pardmetros de RBC y las plaquetas PLT y los pardmetros de
hemoglobina HGB, y para generar los umbrales y graficas del citograma RBC y las gréficas para el volumen RBC y
los histogramas PLT.

De la misma forma, al final del periodo de adquisicion de datos de perox, los datos perox vélidos son transferidos
a la estacion de trabajo y analizados en la estacion de trabajo por el programa de andlisis de globulos blancos (WBC)
para calcular los pardmetros de WBC, y para generar los umbrales y gréficos del citograma PEROX. Los datos del
canal de Baséfilos transmitidos a la estacion de trabajo son analizados después de los datos del canal de peroxidasa por
el programa de andlisis de WBC. Como en los otros dos canales, los datos de Baséfilo son calculados y reportados.
También se calcula y reporta el Indice de Loburalidad, y se generan los umbrales y graficas para el citograma Ba-
so/Loburalidad. Las muestras de reticulocitos también son analizadas automaticamente después de ser transmitidos a
la estacion de trabajo. A medida que los datos de los reticulocitos son adquiridos, son convertidos de la forma andloga
a la digital y cargados en un regulador, y si se determinan como validos, son transmitidos a la estacién de trabajo y
almacenados. Al final del periodo de adquisicién de datos, los datos de los reticulocitos transmitidos a la estacién de
trabajo son analizados por el programa de andlisis RETIC para generar histogramas, citogramas y umbrales, los cuales
son usados para determinar el porcentaje de reticulocitos.

El monitor a color 108 utilizado por el sistema acepta datos de pantalla de la estacion de trabajo 103. La impresora
113 es capaz de imprimir datos de seleccion y graficas, por ejemplo, resultados de las pruebas, datos estadisticos, y
graficas (citogramas, histogramas) preferiblemente en colores multiples.

Debe entenderse que las funciones de la estacion de trabajo podrian estar integradas en el controlador del sistema
105, aunque no se cree que sea deseable dado el estado actual de la tecnologia y potencia de procesamiento de datos.

Electronica-El Tablero de Adquisicion de Datos

El tablero 115 DATAC mostrado en la Figura 11A procesa las sefiales generadas desde las pruebas de dispersion
de luz citométricas de flujo para medir el conteo de glébulos rojos, volumen y contenido de hemoglobina, conteo de
plaquetas y volumen. Como se explica brevemente mds abajo, los volimenes celulares y los contenidos de hemoglo-
bina son determinados utilizando técnicas de dispersion de luz de alto y bajo dngulo. Las sefiales generadas a partir de
tales pruebas son procesadas y luego pueden ser presentadas en una pantalla de monitor de la estacion de trabajo 103
para su revision por parte de un operador, o empresas en una impresora.

En particular, los datos son recogidos por el DATAC 115 para la ganancia baja de angulo bajo, la ganancia baja de
angulo alto, y las sefiales de absorcion para cada una de un gran nimero de células que comprenden el conjunto de la
muestra. Un citograma de reticulocitos antes de la correccion de la seudoabsorcion se genera utilizando la dispersion
de 4angulo alto y los datos de absorcién. Un citograma de RBC es generado usando los datos de dispersion de dngulo
alto y de dispersion de dngulo bajo.

El Volumen (V) y la Concentracion de Hemoglobina (HC) son calculados entonces célula a célula utilizando los
datos de dispersioén de angulo bajo y de dispersién de dngulo alto. Los valores encontrados para V y HC son utilizados
para calcular la seudoabsorcion para cada célula. Los nuevos datos de células son utilizados para regenerar el citograma
de reticulocitos.

El umbral de reticulocitos, el umbral de coincidencias superior y el umbral de plaquetas inferior son calculados
utilizando histogramas de dngulo alto y absorcién. Los RBC, reticulocitos y otros son separados utilizando definiciones
de software y umbral.

El sistema tipicamente reporta solamente el porcentaje de reticulocitos. El recuento absoluto de reticulocitos es
encontrado comparando los nimeros de la muestra IDEE (por ejemplo, cédigo de barras) y multiplicando el recuento
de porcentaje de reticulocitos por el recuento de RBC encontrado en los resultados de autocitoquimica. Estos cdlculos
son llevados a cabo por la estacion de trabajo 103 con base en los datos provistos por DATAC 115.

La Figura 13 es un diagrama del bloque simplificado de las conexiones de entrada y salida del DATAC 115 de
la invencién. En particular, el DATAC 115 recibe los datos de las pruebas sanguineas en forma de sefiales andlogas
tanto del dispositivo de Optica de Peroxidasa 116 como del dispositivo de Optica RBC 117. Estas sefiales andlogas son
recibidas en la DATAC 115, donde, cuando es apropiado, son condicionados, amplificados, digitalizados y alimentados
en un regulador para la recoleccién de datos.

La DATAC 115 esta conectada al tablero de interfaz de adquisicién de datos (“DATAC IB”) 114 del controlador
de instrumento analitico 105 a través de un cable de cinta de 50 pin. E1 DATAC IB 114 tiene un bus paralelo PC/104
que es compatible con la arquitectura del sistema PC/AT y es mapeado en el espacio de direccién estandar DOS 1/0
(OH-03FFH). Dieciséis lineas de datos bidireccionales, siete lineas de direccién y lineas I/0O Read, I/O Write y Reset
son provistas entre el tablero DATAC 115 y el DATAC IB 114. La rata de transferencia tipica para pasar informa-
cion digital de las células al Sistema CPU 107 a través del DATAC IB PC/114 como bus paralelo es 80K bytes por
segundo.
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El DATAC 115 lleva a cabo la amplificacion de la sefial, el procesamiento andlogo y digital y la prueba o funciones
diagnésticas. E1 DATAC 115 estd incorporado preferiblemente en un tablero que utiliza circuitos hibridos y disposicio-
nes de puertos programables de campo (FPGAs) lo que convierte las entradas de sefiales andlogas en salidas digitales
para un procesamiento posterior. Tales circuitos reducen el tamafio del tablero combinando funciones de circuito de
control digital discretas en bloques de componentes sencillos. Ademads, se reducen los requerimientos de cableado, y
se proporcionan bloques comprobables modulares y puertos de inyeccién de prueba.

La Figura 14 es un diagrama de bloque simplificado de una porcién de los circuitos del DATAC 115 que se usa
para procesar las sefiales y proporcionar salidas relativas con las pruebas sanguineas RBC/RETIC y BASO llevadas
a cabo por el aparato. Un banco 6ptico 117 proporciona sefiales de prueba sanguineas andlogas a partir del diodo de
ldser 131 (no mostrado en la Figura 14) en cuatro canales. Los pulsos de sefial proporcionados por los cuatro canales
son, respectivamente, una sefial de referencia de Absorcién (AR) (Canal 4), una Sefial de Angulo de Dispersién Bajo
(SLA) (Canal 2), una Sefial de Angulo de Dispersion Alto (SHA) (Canal 1), y una sefial de Absorcién RETIC (RA)
(Canal 3). Los circuitos demarcados por la linea punteada 1300 procesan las sefiales andlogas de los cuatro canales
para producir los resultados de los andlisis de sangre RBC y RETIC. Las sefiales andlogas, las cuales son sefiales de
baja ganancia, tal como son discutidas mds abajo, son introducidas en amplificadores 1302, luego en circuitos hibridos
1304, comparadores 1306 y FPGA 1308 para el procesamiento de los andlisis de sangre RBC/RETIC. Los circui-
tos hibridos 1304 incluyen circuitos divisores andlogos, circuitos de control de ganancia andlogos, amplificadores de
ganancia variable, amplificadores de restauracién de DC y circuitos detectores de picos. El circuito de control de ga-
nancia andlogo es usado en parte para anular variaciones en energia de la fuente de iluminacién del canal 6ptico de
forma radiométrica. Debe entenderse que los hibridos 1304 pueden incluir realmente el comparador 1306 (mostrado
separadamente en la Figura 14 por claridad) y llevar a cabo la conversion digital del andlogo pico-detectado sefiali-
zado bajo el control del FPGA 1308 y en respuesta al generador de rampa 1312, como se describe en mds detalle a
continuacién. E1 FPGA 1308 incluye un circuito secuenciador 16gico, un circuito analizador de altura de pulsos y un
circuito de légica de control para calcular las variables tales como el tiempo muerto de célula y el recuento valido
de células. Algunos antecedentes generales sobre las pruebas sanguineas de glébulos rojos (RBC) y de reticulocitos
(RETIC) siguen inmediatamente mas abajo.

Los reticulocitos son glébulos rojos inmaduros que ain contienen ARN. Son frecuentemente mds grandes que los
glébulos rojos maduros (RBC). En la presente invencion, las muestras de reticulocitos son tratadas quimicamente con
un reactivo en linea en un canal RBC. El reactivo de reticulocito volumétricamente rodea todos los RBC y luego tifie el
ARN en los reticulocitos. Véase en general la patente de los Estados Unidos 5,350,695 (Colella et al.) 1a cual describe
un reactivo adecuado y una metodologia que permite la incubacién el linea y que se incorpora aqui como referencia.
Los reticulocitos son determinados en dos fases. La fase 1 se hace midiendo la absorcion de la luz de las células y la
fase dos se hace por un software que discrimina entre los RBCs y los reticulocitos.

Los RBCs y los reticulocitos que pasan a través de la celda de flujo 110 (no mostrada en la Figura 14), dispersan la
Iuz con dngulos bajos y altos, y los reticulocitos tefiidos también absorben un porcentaje de la luz. Las sefiales de luz
dispersas son detectadas por fotodiodos sobre un tablero de circuito impreso sencillo. El porcentaje de luz absorbida,
y la luz dispersa son demasiado grandes en dngulo para que la dptica los colecte (seudoabsorcion) y son detectados
por el fotodiodo de Absorcién RETIC segtin se describe en diferentes lugares.

Con referencia de nuevo a la Figura 14, la amplitud de sefial del canal de ganancia baja del dngulo de dispersién
bajo (canal 2) debe ser mayor que 0.6 voltios para ser considerado como una célula vélida. Si la sefial del canal 2
de baja ganancia de dngulo bajo satisface los primeros criterios para una célula vdlida, es revisado de nuevo en el
circuito 308 FPGA para determinar si la anchura de pulso estd entre 2-80 microsegundos. Un generador de rampa
1312 proporciona una sefial de rampa, como parte del proceso de conversion digital, durante 10 microsegundos para
convertir simultdneamente las sefiales detectadas de cuatro picos. Si la anchura de pico estd dentro de los limites
especificados, y el primer criterio también es verdadero, entonces la sefial es clasificada como una sefial de células
vélida y las sefiales andlogas resultantes producidas por los canales 1, 2, 3 y 4 para la misma interaccién célula-haz
de laser son convertidas en palabras digitales y almacenadas en reguladores FIFO 1310. Un circuito légico de control
1314 controla la entrega de datos desde la FIFO 1310 al controlador del instrumento analitico 105 a través del DATAC
IB 114 (véase la Figura 11A). El circuito 1318 de ajuste de la fuente de luz proporciona una ganancia constante para
establecer el denominador del divisor andlogo dentro de los hibridos 1304 de manera que cualquier cambio en la fuente
de luz es experimentado de manera equivalente por el numerador y el denominador de los divisores hibridos, y por lo
tanto proporciona una sefal de pulso de célula normal desde los divisores. De manera mds general, proporciona una
definicién computarizada del voltaje de control de la ganancia automaético a los hibridos 1304. Es uno de los logros de
la presente invencion que el uso de potenciémetros y otros dispositivos que requieren ajuste manual para la calibracién
de la electrénica, que son usados en los instrumentos de la técnica anterior, se evite aqui.

Durante el periodo de prueba RBC/RETIC, un programa de ordenador lleva a cabo la correccién de coincidencia
para pulir y transformar los datos del citograma en volumen RBC e histogramas de concentracién de hemoglobina.
Los datos de ganancia alta, de dngulo alto, son utilizados para formar un histograma de volumen de plaquetas. Los
histogramas son utilizados para calcular los pardmetros de tamafio celular. La proporcién RBC/RETIC, junto con el
tiempo muerto y los recuentos de células validos, son utilizados para calcular el recuento de porcentaje RETIC y los
indices RETIC. Después de que las sefiales de prueba son procesadas, un operador puede ver todos los resultados de
las pruebas sanguineas en el monitor de la estacién de trabajo 103.
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La Figura 14 también describe la sefial de prueba de sangre BASO en cuanto a su circuito de adquisicion, el cual
procesa las sefiales de los canales 1 y 2. La separacion del citograma baso-loburalidad en los distintos agrupamientos
se lleva a cabo mediante un software y umbrales fijos. Los baséfilos son relativamente grandes y dispersan mds luz en
direccidn del detector de dispersion de dngulo bajo. El polimorfonuclear (PMN) se separa de las células mononucleares
(MN) dispersando mads luz en la direccién del detector de dispersioén de angulo alto. La proporciéon de PMNs y MNs
es utilizada en el indice de loburalidad (LI). En particular, las sefiales SHA y SLA son introducidas en sus circuitos
hibridos respectivos 1304, y luego en los comparadores 1306 y FPGA 1308 como se describié previamente, pero se
usan en este caso para el procesamiento BASO. Los datos de los otros canales 3 y 4 no son usados en la determinacién
de BASO. Una sefial de alimentaciéon de FPGA 1308 a través del generador de rampa 1312 es utilizada por los
comparadores 1306 para la digitalizacion. La amplitud de sefial del SHA, la sefial de ganancia de dngulo de dispersién
alto (canal 1), debe ser mayor de 0.6 voltios para ser considerada como una célula valida. Si la sefial de SHA del canal 1
satisface los primeros criterios para una célula vélida, se revisa de nuevo en FPGA 1308 para determinar si la anchura
de pulso estd entre 2-80 Tsegundos. Si la anchura de pulso estd dentro de los limites especificados, y la amplitud
es mayor de 0.6 voltios, entonces la sefial es clasificada como una sefial de célula valida y las sefiales andlogas son
detectadas en cuanto a sus picos y convertidas en palabras digitales y almacenadas en los correspondientes reguladores
FIFO 1310.

El circuito 16gico de control 1314 controla la entrega de datos de los FIFO 1310 al controlador del instrumento
analitico 105 a través deL. DATAC IB 114. Los datos recogidos de los detectores de dngulo bajo y alto, son usados
entonces para formar un citograma, el cual puede ser visto por un operador en la estacién de trabajo 103. Preferible-
mente, los circuitos de adquisicion de sefial BASO estdn sobre el mismo tablero de circuito impreso que los circuitos
RBC/RETIC 1300. Sin embargo también podria usarse un tablero de circuitos separado con un conjunto paralelo de
circuitos hibrido y FPGA.

Con referencia a la Figura 16, se muestra un dibujo esquematico funcional de la seccién de entrada de DATAC
115 que incluye los hibridos 1304 de la Figura 14. Cada canal de entrada estd provisto de un circuito de control de
ganancia automatico 304b el cual tipicamente lleva a cabo una operacién de divisién en la sefial andloga. La magnitud
de la funcién de division es controlada por un circuito de control de ganancia maestro 304a. Otros circuitos de control
de ganancia también pueden ser usados. Los conmutadores andlogos 302 son utilizados para controlar la seccién y
direccién de las cuatro sefiales de entrada de ganancia baja posibles a través de DATAC 115 para derivar las diferentes
seflales andlogas de salida que van a ser ingresadas en los cuatro comparadores 1306, como sigue: la sefial andloga
RBC o BASO de dispersion de dngulo alto al comparador 306a, la sefial andloga de plaquetas al comparador 306b, la
sefial andloga RBC o BASO de dispersion de dngulo bajo al comparador 306c, y la sefial andloga RETIC al comparador
306d. Aunque no se muestre en las Figuras 14 o 16, se usa un circuito de restauracién de voltaje DC para cada uno de
las sefiales andlogas acopladas a.c., preferiblemente en la entrada de los comparadores 1306.

Los circuitos de sustraccion 302d son usados para derivar la sefial RETIC utilizando técnicas de sustraccion dife-
rencial convencional, como es bien conocido. El conmutador andlogo 302c es usado para seleccionar el paso de una
de las sefiales de alta ganancia de angulo bajo de la sefial RETIC a través del circuito divisor correspondiente 304b.

El circuito de control generador de pruebas 301a es utilizado para operar el circuito generador de prueba 301b, el
cual produce sefiales andlogas vélidas predeterminadas hacia las entradas del DATAC 115 (pasando solamente los foto-
detectores), para ejecutar pruebas de diagndstico y de deteccion de problemas en el equipo de procesamiento de senales
y adquisicion de datos. Esta inyeccién de sefial de prueba sobre el tablero utiliza anchura de pulso, altura de pulso y se-
fales de ciclo obligado conocidas para probar la integridad del sistema y las malfunciones del diagndstico, asi como pa-
ra calibrar el instrumento automaticamente. Por ejemplo, el sistema controlador 105 o la estacién de trabajo 103 pueden
ser programados para llevar a cabo revisiones de mantenimiento en la electrénica a tiempos o intervalos de tiempo par-
ticulares, por ejemplo, inicio o restablecimiento, para actuar sobre el circuito control generador de prueba 301a y con-
mutadores andlogos apropiados para verificar una operacion apropiada. Preferiblemente, también puede ser activado
“manualmente”, por ejemplo, durante una inspeccién de servicio de campo o una iniciacién de operador. En este aspec-
to, la amplitud de sefial de prueba puede ser utilizada para llevar a cabo una prueba no saturada de todos los componen-
tes andlogos del sistema. Adicionalmente, la sefalizacion de las sefiales de prueba permite la digitalizacién, recuento
y presentacion de pares de pulsos en un monitor. El sistema de prueba esta inhabilitado durante la operacién normal.

Electronica-Impulsor de Enlace y Arquitectura del Circuito de deteccion RBC

Con referencia a la Figura 19, la estructura de circuitos para controlar la operacién del diodo de laser 131 y detectar
las salidas Opticas provistas desde el dispositivo optico 117 de glébulos rojos (“RBC”) se ilustra. Las sefiales dpticas
son ilustradas por lineas dobles y las conexiones eléctricas son ilustradas de manera convencional por lineas sencillas.
Como se ilustra en la Figura 19, la salida del diodo de laser 131 pasa dentro y a través de un dispositivo de 6ptica RBC
117 y se traduce en cuatro sefiales que salen del banco, tal como se describe mds especificamente en diversos lugares
durante esta especificacion. Las cuatro sefiales dpticas son la referencia de absorcién AR, la cual se obtiene corriente
arriba de la celda de flujo de muestra 110, y la SLA de dispersion de dngulo bajo, la SHA de dispersién de dngulo alto,
y la absorcién de reticulocitos (“RETICS”) RA, que se obtiene corriente debajo de la celda de flujo 110. Cada una de
estas sefiales Opticas es detectada separadamente por un fotodetector, representado como los fotodiodos 224, 346, 345
y 315, respectivamente. Cada fotodetector es preferiblemente un detector de diodos de pasador de luz a corriente, por
ejemplo, un fotodiodo de silicio de pasador Hamamatsu Modelo 51223-01 (o 618-6081-01), o un equivalente. Cada
uno de estos diodos detectores esta acoplado a través de un preamplificador de ganancia baja 410, en un sistema de
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configuracién de amplificador activo y filtrado, invertido, y regulado por amplificadores de ganancia baja respectivos
420. La salida de cada uno de los amplificadores 420 es consecuentemente una sefal electrénica de ganancia baja.
Estas cuatro salidas eléctricas se pasan respectivamente a lo largo de cables relativamente largos, aproximadamente de
2 pies de longitud, y que entran al DATAC 115 para su uso en el andlisis de la muestra sanguinea bajo examen.

Visto que un objetivo de la presente invencidn es mejorar la construccion y la facilidad de servicio, los tres diodos
del detector 346, 345 y 315, junto con sus respectivos amplificadores 410 y 420, estdn montados sobre un tablero de
circuito impreso sencillo 352 teniendo los diodos del detector dispuestos de una manera prealineada fija con respecto
al eje del haz en las tres sefiales pticas SLA, SHA y RA. Esto evita el problema de alinear tres tableros de circuitos
separados, como se hacia en los dispositivos de la técnica anterior. También es ventajoso porque reduce el conteo de
partes, simplifica la interconexién del tablero de circuitos al chasis de la maquina, permite el uso de componentes
discretos multiples mds econdémicos integrados en paquetes de circuitos, y reduce los requerimientos de espacio,
cableado y consumo de energia.

Debido a que la sefial 6ptica de referencia de absorcién ARS obtenida corriente arriba de la celda de flujo 110
y el otro extremo del dispositivo 6ptico RBC 117, es mds conveniente localizar el detector 224 y su preamplificador
410 sobre un tablero de circuito impreso separado 227, montado directamente a la base del dispositivo de 6ptica. Sin
embargo, como una alternativa, es posible montar el detector 224 y su amplificador 410 sobre un tablero de circuito
impreso 352 y utilizar una fibra dptica o espejos (no mostrados) para conducir la sefial 6ptica AR al detector 224.
En efecto, las fibras 6pticas podrian ser utilizadas para acoplar la luz desde cada una de las entradas Opticas a los
fotodetectores de diodos de pasador convenientemente montados sobre un tablero de circuito impreso comun.

Otra ventaja de la presente invencion es la omisién de amplificadores de alta ganancia en los circuitos del detector
(tableros 227 y 352) de manera tal que solamente pasan sefiales electrénicas de ganancia relativamente baja a lo
largo de cualquier longitud de circuito significativa a los amplificadores de ganancia alta. Esta estructura evita una
interferencia entrecruzada, la cual fue un problema significativo en los dispositivos de la técnica anterior, los cuales
tenian sefiales de alta ganancia trasmitidos por cables relativamente largos desde los circuitos del detector al tablero
procesador de la sefial. También ayuda a obtener un ancho de banda mds alto para la electrénica.

Con referencia ahora a las Figuras 19 y 20, una realizacion preferida de los amplificadores 410 y 420 se ilustra para
el circuito de deteccidon de dispersion de angulo bajo (canal 2). En esta realizacién, el amplificador 410 comprende dos
amplificadores operacionales 411 y 412. El amplificador 411 es preferiblemente un amplificador operacional tipo 356
configurado como un seguidor de voltaje para el fotodiodo 346, que tiene una ganancia unitaria. El fotodetector 346 es
conectado en serie con un capacitor 417, entre la salida y la entrada no inversora del amplificador 411. El capacitor 417
es, por ejemplo, un capacitor 22Tf. Un resistor 418 esta conectado entre una fuente de +15 voltios y la unién entre el
detector 346 y el capacitor 417. El resistor 418 es preferiblemente 80.6 KA. El amplificador 412 es preferiblemente un
amplificador operacional modelo 357 que tiene la entrada inversora conectada al dnodo del detector 346 y la entrada
no inversora conectada a tierra. El amplificador 412 tiene un circuito de retroalimentacién que incluye un capacitor
413 y un resistor 414 conectados en paralelo. El capacitor 413 es preferiblemente de 1.2 picofaradios y el resistor 414
es preferiblemente 301 KA.

La salida del amplificador 412 pasa a través de una red de filtros RC (no mostrada en la Figura 19) a la entrada
inversora del amplificador 420, ilustrado en la Figura 20 como el amplificador 421. El filtro RC incluye resistores 422
y 423 y capacitor 424, con valores preferiblemente de 1 KA, 1.87 KA y 10 pf, respectivamente.

El amplificador 421 es preferiblemente un amplificador operacional modelo 357 y tiene un circuito de retroalimen-
tacion que incluye un capacitor 427 en paralelo con dos resistores en serie 428 y 429. El capacitor 427 es preferible-
mente de 1.2 pf, y los resistores 428 y 429 son cada uno de 20 KA. La salida del amplificador 421 pasa entonces a
través de un resistor de 100 A 430, el cual proporciona la sefial de salida de dispersién de dngulo bajo eléctrica, la cual
pasa al DATAC 115. Esta sefial de salida puede pasar a lo largo de un cable por una distancia de aproximadamente
2 pies, sin sufrir ninguna degradacion significativa debida a la interferencia de otras sefiales en el instrumento. Cada
uno de los amplificadores 411, 412 y 421 estd provisto con voltajes de desviacion de +- 15 voltios, los cuales también
estan acoplados a tierra a través de capacitares de 0.1 Tf 431 tal como se ilustra en la Figura 20.

Los circuitos para detectar la sefial de angulo de dispersién alto difieren de los circuitos detectores para angulo de
dispersion bajo solamente en que hay s6lo un resistor de 20 KA en el circuito de retroalimentacion del amplificador
420.

Los circuitos para detectar las sefiales de absorcién y de referencia AR y RA son los mismos que en el circuito
para el circuito de deteccién de dispersién de dngulo alto excepto que el suministro de +15 voltios acoplado con el
seguidor de voltaje amplificador es cambiado a -15 voltios, se invierte la polaridad del fotodiodo de pasador, y la red
de filtros RC entre los amplificadores 411 y 412 es remplazada con una red de resistencia variable RC de tal manera
que, con referencia a la Figura 21B, el capacitor 424 es remplazado con un capacitor de 1.0 pf, un resistor 422 es
remplazado con un resistor de 10 KA, y el resistor 423 es remplazado con un potenciémetro de 50 KA. La diferencia
en la polaridad del suministro de voltaje tiene que ver con el hecho de la absorcién del campo oscuro detectable para la
dispersion de dngulo bajo y alto, mientras que los detectores de absorcidn y referencia detectan la absorcién de campo
brillante (luz). El potenciémetro de 50 KA se utiliza para proporcionar una ganancia variable al preamplificador 420
para las sefiales de absorcién de campo brillante.
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La estructura de los circuitos de deteccion es para proveer una salida de pulso alto correspondiente a la deteccién
de una particula, de tal manera que tal dispersion de dngulo bajo y alto proporciona un pulso positivo que va desde
0.5 a 1.5 voltios en forma de amplitud de pico, y una anchura de pulso de sefial de, por ejemplo, 10 microsegundos
(asumiendo un flujo nominal de células a través de la celda de flujos 110 a una rata de aproximadamente 2 metros por
segundo). En contraste, la referencia de absorcién y la absorciéon RETIC tienen una ganancia ajustable para producir
pulsos de avance positivo de aproximadamente 1.5 voltios de amplitud de pico a una anchura de pulso nominal de 5-7
tsegundos.

Un circuito para conducir un diodo de ldser 131 representado en la Figura 19 como el tablero 140 se muestra en
detalle en la Figura 21. El diodo de laser 131 tiene una terminal T, la cual estd conectada al regreso a tierra comtin,
una terminal de salida de corriente T,, y una terminal de salida de corriente de conduccién T;. El circuito conductor
estd conectado entre las terminales T, y Ts. Un diodo de l4ser adecuado 131 es el Toshiba Modelo No. TOLD9225
(S).

El circuito conductor de diodo de l4ser incluye el amplificador operacional 441, un transistor 442, una fuente
regulada de -5 voltios 443, y suministros de voltaje de referencia 445 de +2.4 voltios, y de voltaje de referencia +-15
voltios. El amplificador 441 es preferiblemente un modelo 356 de amplificador operacional que tiene en su entrada
inversora la suma de tres sefiales: primero, una sefial de la terminal T, del diodo de l4dser LD que pasa a través de un
resistor 444, un resistor de 200 ohm; segundo, una sefial de retroalimentacién desde la salida del amplificador 441; y
tercero, una sefial desde un voltaje de referencia 445 que pasa a través de un potenciémetro 446. Preferiblemente el
potenciometro 446 proporciona un rango de resistancia de 300 A hasta 600 A, y el voltaje de referencia 445 es +2.4
voltios DC. La entrada no inversora del amplificador 441 estd conectada a tierra.

La salida del amplificador 441 es la entrada a la base del transistor 442 que es preferiblemente un modelo de
transistor 2222A. El colector del transistor 442 estd acoplado a la terminal T; de salida de conduccion de corriente del
diodo de laser 131 a través de un resistor 447 10A. El voltaje V¢ percibido a través del resistor 440 es un voltaje que es
proporcional a la corriente de conduccién del diodo de laser I; . El emisor del transistor 442 esta acoplado a la entrada
inversora del amplificador 441 a través de un circuito de temporizacion, preferiblemente una red R-C incluyendo el
capacitar 448 y el resistor 449 conectados en paralelo. El circuito de temporizacién proporciona al amplificador un
tiempo de respuesta rapido, por ejemplo, un maximo de un microsegundo. Este tiempo de respuesta corresponde a una
anchura de banda minima de por lo menos 350 Khz de manera que se reduzca la sensibilidad de los pardmetros del
canal RCB con respecto a la velocidad de flujo de la porcién en la celda de flujo y para proveer un incremento en las
capacidades de muestreo. En una realizacidn preferida, los valores del capacitor 448 y del resistor 449 se seleccionan
para que sean 100 pf y 568 A, respectivamente.

El emisor del transistor 442 también esta conectado a una fuente de voltaje de conduccién 443 de -5 voltios a través
de un resistor 450. El resistor 450 es, por ejemplo, de 10A. Los resistores utilizados en el circuito son preferiblemente
resistores bien coincidentes, técnicamente controlados con un limite de exactitud de 1%.

De acuerdo con la presente invencion, la salida de potencia del diodo de laser 131 puede ser controlada facilmente
variando el potencidometro 446 para ajustar la corriente del diodo de ldser I. Como se anotd, la corriente del diodo I;.
estd monitorizada por el seguimiento que se hace al voltaje V¢y a través del resistor 447 en el colector del transistor
442. La corriente del diodo es controlada entonces por el transistor 442, cuya salida es retroalimentada invirtiendo la
entrada del amplificador 441. Ventajosamente, puesto que el transistor 442 esta en el circuito de retroalimentacién del
amplificador operacional 441, opera de manera independiente de las variaciones del componente del circuito conductor
y es controlado por la salida del amplificador operacional.

Con respecto a los disefios de la técnica anterior conocidos, el circuito conductor del diodo de laser de la pre-
sente invencioén proporciona una longevidad mejorada (como se discute mds abajo) y un tiempo de respuesta (an-
cho de banda), a saber un control mds rdpido sobre la operacién del laser. Ventajosamente, el circuito conductor
de laser 149 también utiliza un minimo nimero de partes y proporciona una operacién extremadamente estable en
un modo lineal. Como resultado, sustancialmente no hay saturacién o una operacién no lineal del transistor 442.
El circuito conductor también proporciona un control de balance mejorado porque opera en un modo lineal fijo, y
proporciona un control del ancho de banda seleccionado el tiempo constante de los valores del resistor 449 y del
capacitor 448 de la red RC en el circuito de retroalimentacién. Esto resulta en un potencial de transito de muestras
mayor.

El circuito conductor del laser de diodo 149 y el diodo de l14ser 131 pueden ser montados ventajosamente sobre un
tablero de circuito impreso sencillo, el cual proporciona tres funciones basicas. Una es proporcionar una corriente de
estado equilibrado para conducir el diodo de laser 131. Una segunda funcién es generar un circuito de retroalimenta-
ci6én dindmico para mantener el diodo de ldser 131 en un modo de potencia constante. La tercera funcién es detectar, e
indicar, el estado del limite superior de la corriente del diodo l4ser I; monitorizando un voltaje Vcy representativo de la
corriente I preferiblemente, se proporcionan ajustes sobre el tablero de circuito impreso 149 para definir la corriente
de conduccién del diodo de 14ser I, ajustando el potenciémetro 446, y un potenciémetro similar (no mostrado en la Fi-
gura 21) para definir el umbral para el limite superior de la corriente de conduccién I, para su uso en la monitorizaciéon
del voltaje (no mostrado en la Figura 19). Aunque un potencidémetro ajustable manualmente 446 es mostrado como un
dispositivo a manera de ejemplo, podria usarse también un dispositivo de resistancia variable controlado digitalmente
de manera que la resistancia pueda ser controlada por un microprocesador que ejecuta instrucciones de software ade-
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cuadas. Ventajosamente, el circuito ilustrado en la Figura 21 puede ser construido utilizando componentes en montaje
de superficie y un potenciémetro instalado en un lado de un tablero de circuito impreso de 1.5” x 1.5”.

Considerando las Figuras 21 y 22, el circuito conductor de ldser y sus fuentes de alimentacién operan de una
manera que protejan el diodo de laser 131 del encendido durante los transientes de corriente. De acuerdo con ello,
la fuente de voltaje de conduccién del diodo de laser 443 esta provista con un tiempo de retraso de encendido y de
arranque de, por ejemplo, 0.5 a 1.0 segundos con respecto a los demds voltajes de alimentacién que alimentan el
circuito conductor del diodo, esto es, las fuentes de +15, -15 y +2.4 voltios. Tal operacién mejora la longevidad del
diodo de 14ser 131.

Con referencia a la Figura 22, el voltaje de referencia 443 de -5 voltios de retraso del encendido y arranque se
obtiene utilizando un circuito de conversién acoplado a las fuentes de alimentacidn de +15 y -15 voltios. Este circuito
de conversion incluye un circuito de arranque suave 452, un circuito de filtro 453, un regulador de 5 voltios 454 y un
circuito de filtro 455. La salida del circuito de filtro 455 es la fuente de alimentacién 443 de -5 voltios la cual esta
retrasada en encendido y arranque suave. El retraso en encendido es establecido tipicamente a 0.5 hasta 1.0 segundos,
con respecto a las otras fuentes y voltajes de referencia DC. Pueden utilizarse otros tiempos.

El circuito de arranque suave 452 es preferiblemente un circuito que retrase la provision de la sefial de entrada en
el regulador de voltaje 454. El circuito incluye dos transistores en cascada 457 y 458, cada uno un transistor modelo
2N2905, de manera tal que la fuente de alimentacion de -15 voltios, cuando se conmuta hacia el circuito con el
conmutador 459, opera para encender los transistores 457 y 458 con un retraso causado por la red RC del capacitor
460 en paralelo con el capacitor 461 y en serie con el resistor 462. El resistor 462 estd conectado entre la base y el
colector de transistor 457. El otro extremo de los capacitares 460 y 461 estan conectados al retorno comtn a tierra.
El capacitor 460 puede ser de 0.1 Tf, el capacitor 461 puede ser de 2.2 Tf (10%, calificado en 35v), y el resistor 462
puede ser de 100 KA. La red RC proporciona una constante de tiempo de 0.5 a 1 segundo y al final del cual la fuente de
alimentacion de -15 voltios se acopla completamente con la entrada al regulador de voltaje 454 a través del transistor
458. Cuando esto ocurre, esto es, después del retraso, el regulador de voltaje enciende y proporciona una salida de
-Svoltios (443). Durante este retraso, las fuentes de alimentacion de +15, -15 y +2.4 voltios pasan directamente al
tablero de circuito conductor del diodo de laser 149 como se indica con la linea 451 en la Figura 19. El regulador de
voltaje es preferiblemente un modelo LM320T-5 disponible de distribuidores tales como National Semiconductor que
tiene conectores de cabeza externos.

El filtro 453 comprende dos capacitores 463 y 464 en paralelo entre el retorno comiin a tierra y la entrada del
regulador de voltaje, y se utiliza para introducir filtracién del ruido. El filtro 455 tiene una construccion de capacitor
en paralelo 465, 466 y un resistor en paralelo 467. Los capacitores 465 y 466 proporcionan filtracion de salida de ruido
y una regulacién mejorada del voltaje. El resistor 467 se utiliza para cargar minimamente el regulador de voltaje 454.
Los capacitores 463 y 465 son preferiblemente de 22 Tf (10%, calificado como 35w) capacitores 464 y 466 son de
0.1Tf, y el resistor 467 es de 160 A (5%, calificado como de Y4 de vatio).

Con referencia de nuevo a la Figura 22, la fuente de alimentacién de +15 voltios también pasa a través de un
circuito de conversion que incluye un diodo Zener de 2.4 voltios (un dispositivo modelo IN4370A) para producir una
sefial de referencia de +2.4. La fuente de +15 pasa a través de un filtro que incluye capacitares en paralelo 468 (22 Tf,
10%, 35w), y 469 (0.1 Tf) y un resistor 470 (510 A, 5%, V2 vatio) en paralelo con el diodo Zener 456. Un capacitor
471 (1.0 Tf, 10%, 50v) esta conectado con el diodo Zener 456 y produce la sefial de +2.4 voltios.

En una operacion tipica, la corriente de conduccién del diodo de laser I} es definida a 70 miliamperios nominal,
y 80 miliamperios mdximo, de manera tal que el valor es ajustable de manera continua entre 60 y 80 miliamperios.
Con respecto al modelo Toshiba TOLD9225(S) del diodo de laser, el cual incluye un detector empacado internamente,
la corriente monitorizada es tipicamente 1.5 miliamperios, y un méximo de 3.0 miliamperios, con un minimo de 0.5
miliamperios en una salida de 10 milivatios.

El voltaje percibido V¢ que representa la corriente de conduccién del diodo I} se usa ventajosamente para generar
una sefial de “longevidad” (“LONG.”) que tiene una salida de nivel 16gico, para el diodo de laser 131. En este aspecto,
una sefial 16gica HIGH (1) es indicada cuando la corriente del diodo de laser I} es mayor o igual que un valor de
referencia preestablecido, por ejemplo, correspondiente a 80 miliamperios. Una sefial 16gica LOW (@) se usa para
indicar la operacidn del diodo de laser normal.

La Figura 23 es un diagrama especifico de una realizacién de un circuito 480 de estado de longevidad del diodo de
laser, también mostrado en la Figura 1. El tablero 149 conductor del diodo de laser proporciona la linea de entrada 470
al circuito de estatus 480. El circuito de estatus 480 incluye un comparador 471, y suministros de voltaje de referencia
de +-15 voltios. El comparador 471 es preferiblemente un modelo LM311M, que tiene en su entrada de inversién la
suma de dos sefiales: primera, una sefial de una fuente de alimentacién de -15 voltios que pasa a través de un divisor de
voltaje que comprende un potenciometro de 1KA 474 y un resistor de 1KA 475. Y segunda, una sefial de la terminal
TP3 del diodo de laser 131. La entrada no inversora del comparador 471 es conectada a la linea de entrada 470 del
tablero del conductor del diodo de laser 149 al voltaje de entrada Vcy;.

El comparador 471 es desviado mediante una fuente de -15 voltios conectada en paralelo con un capacitor de 0.1
Tf, y por una fuente de +15 voltios. La salida del comparador 471 es conectada a la fuente de +15 voltios a través
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de un resistor de 2KA 473 y un resistor de 1KA 476. La fuente de +15 voltios también es conectada en paralelo con
un capacitor de 0.1 Tf 477 y los resistores 473, 476 y un resistor de 1KA 478 y un resistor 479 de 499A. La sefial
de salida de la linea 481 proporciona una indicacién de la cantidad de potencia que el diodo de laser estd utilizando
para producir la intensidad de luz requerida. En particular, los circuitos del potenciémetro en 474, 475 se ajustan para
definir un nivel de umbral que es comparado por el comparador 471 con la sefial de potencia del diodo laser en la linea
470. Si el nivel de umbral se excede, una sefial de salida compatible TTL correspondiente a un nivel 16gico 1 se genera
en la linea 481 indicando que el diodo de ldser 131 estd usando demasiada potencia y por lo tanto puede requerir
reemplazo. Si el nivel de umbral no es excedido, entonces una sefial de salida compatible TTL correspondiente a un
nivel 16gico 0 es generada en la linea 481, significando que el diodo de l4ser 131 estd operando normalmente.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema 6ptico (100) para su uso en un instrumento para medir la absorcién de un haz de ldser por particulas
suspendidas en un fluido mévil, comprendiendo el instrumento

una fuente de haz de laser (131), preferiblemente un diodo de laser, que tiene una salida de haz de laser;

una mascara (201A) que tiene una abertura, estando posicionada la méscara en alineacidn Optica con el haz de
laser para conformar el haz de laser;

una celda de flujo (110) que tiene un canal a través del cual pasa una delgada corriente de particulas suspendidas,
estando posicionado el canal de la celda de flujo para interceptar un eje del haz de l4ser, mediante lo cual las particulas
suspendidas absorben una porcién del haz de laser y permiten que una porcién no absorbida salga de la celda de flujo;

un detector (135) posicionado con respecto a dicho haz de laser para medir una intensidad de dicha porcién de
laser no absorbida;

un muestreador de haz (222) interpuesto entre dicha méscara (201A) y dicha celda de flujo (110) que tiene una
salida correspondiente a una intensidad de haz inicial;

caracterizado porque el sistema 6ptico (100) comprende adicionalmente

un circuito de diferencia que tiene como entradas dicha intensidad del haz inicial y dicha intensidad del haz no
absorbido, y que tiene una salida de absorcion de haz correspondiente a una diferencia entre dicha intensidad de haz
no absorbido y dicha intensidad de haz inicial,

y un lente de enfoque (220) para enfocar el haz de ldser sobre la corriente delgada de particulas en dicha celda de
flujo (110) y un sistema de lente de colimacién (301) entre la celda de flujo y el detector para colectar y colimar la luz
dispersa desde la celda de flujo.

2. El sistema optico (100) de la reivindicacién 1, donde dicho muestreador de haz (222) comprende un espejo
muestreador de haz posicionado en un camino del haz de laser, teniendo dicho espejo una superficie parcialmente
reflectiva (223) para reflejar una muestra de dicho haz en un segundo camino, un detector a (224) posicionado en
dicho camino que tiene una salida correspondiente a una intensidad de dicha muestra de dicho haz.
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