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DESCRIPCION
Métodos y sistemas para el analisis de muestras
Referencia cruzada con las solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de Estados Unidos num. 62/511,237,
presentada el 25 de mayo de 2017.

Introduccién

La presente descripcion se refiere a sistemas y métodos de hematologia. Mas especificamente, la presente
descripcion se refiere a la deteccién de plaquetas en una muestra bioldgica, tal como una muestra de sangre. La
presente descripcion también se refiere a la deteccién de agregados de plaquetas en una muestra bioldgica, tal como
una muestra de sangre.

Las plaquetas, también denominadas trombocitos, son pequefios fragmentos de células incoloras en forma de disco
sin nucleo, que se encuentran en grandes cantidades en la sangre e implicadas en la coagulacién. Las plaquetas no
activadas son estructuras discoides biconvexas con forma de lente, de 2-3 ym de diametro y son las células mas
pequefias de la sangre.

La baja concentracion de plaquetas es trombocitopenia y se debe a una disminucion de la produccién o a una mayor
destruccion. La concentracion elevada de plaquetas es trombocitosis y es congénita, reactiva (a las citocinas) o se
debe a una produccién no regulada: una de las neoplasias mieloproliferativas u otras neoplasias mieloides. Un
trastorno de la funcién plaquetaria se denomina trombocitopatia.

La deteccion de plaquetas a menudo esta limitada por el ruido en el analizador. El ruido puede causarlo la fuente de
luz (como la fluctuacion en la potencia del laser), la electronica de amplificacion u otras fuentes. Los métodos descritos
en la presente descripcion separan las plaquetas del ruido.

Los agregados de plaquetas pueden estar presentes en las muestras de sangre y, a menudo, pueden formarse en la
muestra colectada y pueden interferir con los recuentos de células. Los métodos descritos en la presente descripcion
identifican la presencia de agregados de plaquetas en una muestra. Los citdmetros de flujo de la técnica anterior se
conocen por la patente de Estados Unidos 6,133,995 y las solicitudes de patentes US 2016/169786 A1,
WO02014/159692 A1.

Resumen

Los aspectos de la presente descripcion incluyen un método para diferenciar los eventos de plaquetas del ruido en un
citometro de flujo. El método puede incluir hacer fluir una muestra que comprende plaquetas a través de una celda de
flujo del citémetro de flujo; interrogar dpticamente la muestra que fluye a través de la celda de flujo; detectar sefiales
Opticas de la muestra interrogada; separar las sefiales detectadas en sefiales correspondientes a eventos de glébulos
rojos (RBC) y eventos mas pequefios que los eventos de RBC; separar las sefiales correspondientes a eventos mas
pequefios que los eventos de RBC en eventos de plaquetas aparentes y ruido aparente; convertir las sefiales
correspondientes a eventos de plaquetas aparentes y ruido aparente en escala logaritmica; ajustar las sefales
convertidas mediante el uso del modelo de mezcla gaussiana para generar una distribucién ajustada para los eventos
de plaquetas aparentes y el ruido aparente; e identificar los eventos de plaquetas aparentes como eventos de
plaquetas cuando la ubicacién y el ancho de la distribucién ajustada estan dentro del intervalo para los eventos de
plaquetas.

En otros aspectos, el método incluye antes de la identificacién, comparar la ubicacion y el ancho de la distribucion
ajustada para los eventos de plaquetas aparentes con la ubicacion y el ancho de la distribucién ajustada para el ruido
aparente, en donde cuando las distribuciones estan fuera de intervalo aceptado, ajustar un modelo de mezcla
gaussiana con una mayor restriccion para el ruido.

En algunos aspectos, el ajuste de las sefiales convertidas mediante el uso del modelo de mezcla gaussiana puede
implicar el uso de un algoritmo de maximizacion de expectativas. Por ejemplo, el logaritmo de eventos de plaquetas
aparentes y ruido aparente puede trazarse como un histograma y modelar mediante el uso del modelado de mezcla
gaussiana.

En algunos aspectos, un sistema de analisis de datos implementado por ordenador puede realizar un algoritmo de
maximizacion de expectativas (EM) para crear un modelo de mezcla gaussiana (GMM) para los datos de logaritmo
para eventos PLT aparentes y ruido aparente. En algunos aspectos, el algoritmo EM puede realizarse de forma iterativa
para mejorar una solucién para el GMM.

En algunos aspectos, un sistema de analisis de datos implementado por ordenador puede realizar un algoritmo de
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maximizacion de expectativas (EM) para crear un modelo de mezcla gaussiana (GMM) para los datos de logaritmo
para eventos PLT aparentes y ruido aparente, asi como también eventos de WBC y RBC aparentes. En tales casos,
el GMM puede usarse para ajustar eventos mas pequeios que los de WBC y RBC.

En otros aspectos, el método incluye que la deteccion de sefiales de la muestra interrogada se realice a una frecuencia
de 100 logaritmos/segundo, 1000 logaritmos/segundo, 10 000 logaritmos/segundo o 100 000 logaritmos/segundo.

En otros aspectos, el método incluye que las sefales comprendan una o mas de la dispersion de angulo intermedio
(IAS), la dispersion lateral polarizada (PSS) o la pérdida de luz axial (ALL).

En otros aspectos, el método incluye que las sefiales comprendan la dispersion de angulo intermedio (IAS) y la
dispersion lateral polarizada (PSS).

En algunos aspectos, la muestra es una muestra de sangre total. En algunos aspectos, la muestra es una muestra de
sangre total sin lisar que contiene RBC intactos. En algunos aspectos, la muestra es una muestra de sangre total que
se tifie con un colorante fluorescente permeable a las células que se une a los acidos nucleicos y contiene RBC. En
otros aspectos, la muestra es una muestra de sangre total que se tifie con un colorante fluorescente permeable a las
células que se une a los acidos nucleicos y se lisa para eliminar los RBC intactos. En otros aspectos, la muestra se
incuba con un reactivo de lisis de RBC y no se tifie con un colorante fluorescente permeable a las células que se une
a los &cidos nucleicos.

En otros aspectos, el método incluye que interrogar épticamente las particulas comprenda excitar las células mediante
el uso de un laser.

En otros aspectos, se proporciona un sistema para realizar el método para diferenciar los eventos de plaquetas del
ruido en un citdmetro de flujo como se describe en la presente descripcion. En ciertos aspectos, el sistema puede
comprender un citémetro de flujo.

Los aspectos de la presente descripcion incluyen un medio legible por ordenador no transitorio que almacena
instrucciones que, cuando se ejecutan por un dispositivo informatico, hacen que el dispositivo informatico realice las
etapas para diferenciar los eventos de plaquetas del ruido en un citémetro de flujo, como se proporciona en la presente
descripcion.

Los aspectos de la presente descripcion incluyen un método para identificar una muestra que comprende agregados
de plaquetas. El método puede incluir la incubacién de una muestra con un reactivo que comprende un colorante
fluorescente y un agente de lisis de glébulos rojos durante un periodo de tiempo suficiente para lisar los globulos rojos
y tefiir con fluorescencia las células que contienen el nucleo; hacer fluir la muestra a través de una celda de flujo del
citometro de flujo; interrogar dpticamente la muestra que fluye a través de la celda de flujo; detectar sefales dpticas
de la muestra interrogada; identificar eventos asociados con una sefal fluorescente por debajo de un umbral, en donde
los eventos identificados tienen una sefal fluorescente por debajo de la sefal fluorescente de los glébulos blancos
(WBC); y determinar el tamafio de los eventos identificados, en donde la presencia de eventos que tienen un tamario
mayor que las plaquetas indica que la muestra comprende agregados de plaquetas.

En otros aspectos, el método incluye seleccionar los eventos identificados que son de un tamafio mayor que el de las
plaquetas; ajustar una linea a los eventos seleccionados; extender la linea a sefales asociadas con los WBC; y
reclasificar los WBC cerca de la linea como grupos de plaquetas. La reclasificacion elimina el evento de acumulacion
de plaquetas de los eventos de glébulos blancos para proporcionar un recuento de glébulos blancos correcto.

En otros aspectos, el método incluye que las sefiales comprendan una o mas de la dispersion de angulo intermedio
(IAS), la dispersion lateral polarizada (PSS), la pérdida de luz axial (ALL) o la fluorescencia (FL).

En otros aspectos, el método incluye que las sefiales comprendan FL y PSS.

En algunos aspectos, la muestra es una muestra de sangre total. En otros aspectos, la muestra se tifie con un colorante
fluorescente que se une al acido nucleico. En otros aspectos, la muestra se incuba con un reactivo de lisis de RBC.

En otros aspectos, el método incluye que interrogar épticamente las particulas comprenda excitar las células mediante
el uso de un laser.

En otros aspectos, se proporciona un citometro de flujo para realizar el método para identificar una muestra que
comprende agregados de plaquetas de acuerdo con la reivindicacion 14.

Los aspectos de la presente descripcion incluyen un medio legible por ordenador no transitorio que almacena
instrucciones que, cuando se ejecutan mediante un dispositivo informatico, hacen que el dispositivo informatico en
combinacién con un citometro de flujo realice las etapas para identificar una muestra que comprende agregados de
plaquetas, de acuerdo con la reivindicacion 8.
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Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa un método ilustrativo para diferenciar plaquetas de sefales de ruido detectadas por un
analizador hematolégico.

La Figura 2 representa un método ilustrativo para detectar la presencia de agregados de plaquetas (PLT) en una
muestra analizada en un analizador hematoldgico.

La Figura 3 proporciona un grafico de dispersion lateral polarizada logaritmica (log PSS) y dispersion de angulo
intermedio logaritmico 3 (log IAS3) derivado de sefiales PSS e IAS detectadas desde un analizador hematoldgico
para una primera muestra.

La Figura 4 proporciona un histograma para los datos relacionados con el ruido y las plaquetas representados en
la Figura 3.

La Figura 5 proporciona un grafico de dispersion lateral polarizada logaritmica (log PSS) y dispersiéon de angulo
intermedio logaritmico 3 (log IAS3) derivada de sefiales PSS e IAS detectadas desde un analizador hematoldgico
para una segunda muestra.

La Figura 6 proporciona un histograma para los datos relacionados con el ruido y las plaquetas representados en
la Figura 5.

La Figura 7A representa un grafico para PSS (eje X) y FL (eje Y) registrado desde un citdmetro de flujo. Los eventos
que tienen sefiales de FL por debajo de las de los WBC se indican con +.

La Figura 7B representa la clasificacion de agregados de PLT adicionales mediante la extensién de una linea
ajustada a los agregados de PLT identificados en sefiales para WBC.

La Figura 8A representa un grafico para PSS (eje X) y FL (eje Y) registrado desde un citdmetro de flujo. Los eventos
que tienen sefiales de FL por debajo de las de los WBC se indican con +.

La Figura 8B representa la clasificacion de agregados de PLT adicionales mediante la extensién de una linea 3D
ajustada a los agregados de PLT identificados en sefiales para WBC.

Definiciones

El término "evaluar" incluye cualquier forma de medicion e incluye determinar si un elemento esta presente o no. Los
" n " " " "

términos "determinar”, "medir", "valorar", "evaluar" y "ensayar" se usan indistintamente e incluyen determinaciones
cuantitativas y cualitativas. Puede evaluarse de forma relativa o absoluta.

El término "fluido corporal” como se usa en la presente descripcidon generalmente se refiere a fluidos derivados de una
"muestra biolégica" que abarca una variedad de tipos de muestras que se obtienen de un individuo o una poblacién
de individuos y puede usarse en un ensayo de diagnostico, de monitoreo o de cribado. La definicién abarca la sangre
y otras muestras liquidas de origen bioldgico. La definicion también incluye muestras que se manipulan de cualquier
forma después de su obtencion, tal como por mezcla o agrupacién de muestras individuales, tratamiento con reactivos,
solubilizacion o enriquecimiento de ciertos componentes, tales como las células nucleadas, células no nucleadas,
patégenos, etc.

El término "muestra biolégica" abarca una muestra clinica y también incluye células en cultivo, sobrenadantes de
células, lisados de células, suero, plasma, fluido bioldgico y muestras de tejido. El término "muestra bioldgica" incluye
orina, saliva, fluido cerebroespinal, fluido intersticial, fluido ocular, fluido sinovial, sangre total, fracciones de sangre
tales como plasma y suero, y similares.

Como se usa en la presente descripcion, el término "evento" significa una particula que genera una sefal que es
suficiente para activar al menos un detector, tal como, por ejemplo, el detector IAS, de manera que al menos un
detector envia una sefial al analizador para colectar mediciones de esa particula en todos los detectores habilitados
en el analizador, por ejemplo, ALL, IAS, PSS y DSS. Las particulas incluyen, pero no se limitan a, gldbulos blancos
(WBC), glébulos rojos (RBC), fragmentos de glébulos rojos, plaquetas (PLT), lipidos y agregados de plaquetas (PLT).
Como se usa en la presente descripcion, los términos y frases "diluyente”, "envoltura" y "diluyente/envoltura”, y
similares, significan un diluyente de envoltura del tipo adecuado para usar con los analizadores de hematologia de la
serie CELL-DYN®Zafiro™, DIN CELULAR®Rubi™, DIN CELULAR®serie 3000 y CELL-DYN® 4000, cuyos diluyentes de
envoltura estan disponibles comercialmente en Abbott Laboratories, Santa Clara, California.

Como se usa en la presente descripcion, el término "ADN" significa acido desoxirribonucleico, que es un constituyente
cromosémico polimérico de los nucleos de células vivas. Como se usa en la presente descripcion, el término "ARN"
significa acido ribonucleico.

Descripcion detallada de la invencion

La presente descripcidon incluye métodos de. También se proporcionan sistemas configurados para realizar los
métodos descritos e instrucciones de almacenamiento en un medio legible por un ordenador para realizar las etapas
de los métodos descritos.

Antes de que la presente invencién se describa con mayor detalle, debe entenderse que esta invencion no se limita a
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las modalidades particulares descritas, ya que pueden, por supuesto, variar. También debe entenderse que la
terminologia usada en la presente descripcion es solo para el propdsito de describir las modalidades particulares, y
no pretende limitarse, dado que el alcance de la presente invencion se limitara solo mediante las reivindicaciones
adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor del intervalo, hasta la décima parte de la
unidad del limite inferior, a menos que el contexto lo dicte claramente de cualquier otra manera, entre el limite superior
e inferior de ese intervalo y cualquier otro valor del intervalo o que se declare en ese intervalo establecido, se abarca
dentro de la invencion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse
independientemente en los intervalos mas pequefios y también se abarcan dentro de la invencion, sujeto a cualquier
limite especificamente excluido en el intervalo establecido. Cuando el intervalo establecido incluye uno o ambos
limites, los intervalos que excluyen cualquiera o ambos de estos limites incluidos también se incluyen en la invencién.

Ciertos intervalos se presentan en la presente descripcion con valores numéricos precedidos por el término
"aproximadamente". El término "aproximadamente" se usa en la presente descripcion para proporcionar soporte literal
para el nimero exacto que precede, asi como también un nimero que esta cerca de o aproximadamente al nimero
que el término precede. Para determinar si un nimero esta cerca de o aproximadamente a un nimero especificamente
recitado, el nUmero que esta cerca o aproximadamente no recitado puede ser un nimero que, en el contexto en donde
se presenta, proporciona el equivalente sustancial del nimero especificamente recitado.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
descripcion tienen el mismo significado que el que entiende comunmente un experto en la técnica a la que pertenece
esta invencion. Si bien los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente descripcion
pueden usarse, ademas, en la practica o prueba de la presente invencion, los materiales y métodos ilustrativos
representativos se describen ahora.

La mencion de cualquier publicacion es por su descripcidn anterior a la fecha de presentacion y no deben considerarse
una admision de que la presente invencién no tiene derecho a anteceder tal publicacion en virtud de la invencién
anterior. Adicionalmente, las fechas de publicacion proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicacion
reales, por lo que es posible que deban confirmarse independientemente.

Se hace notar que, como se usa en la presente descripcion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
"un", "una", y "el/la" incluyen los referentes plurales a menos que el contexto lo dicte claramente de cualquier otra
manera. Se hace notar ademas que las reivindicaciones pueden redactarse para excluir cualquier elemento opcional.
Como tal, esta declaracién se pretende para servir como base de antecedente para el uso de tal terminologia exclusiva
como "Unicamente", "solamente" y similares en relacién con la recitacién de los elementos de acuerdo con la

reivindicacion, o el uso de una limitacion "negativa".

Como sera evidente para aquellos expertos en la técnica con la lectura de esta descripcion, cada una de las
modalidades individuales que se describen e ilustran en la presente descripcion tienen componentes y caracteristicas
distintas que facilmente pueden separarse de, o combinarse con las caracteristicas de cualquiera de otras muchas
modalidades sin apartarse del alcance o espiritu de la presente invencién. Cualquier método mencionado puede
realizarse para los eventos citados o en cualquier otro orden lo cual es I6gicamente posible.

Métodos
Métodos para diferenciar los eventos de plaquetas del ruido.

La presente descripcion incluye métodos para diferenciar los eventos de plaquetas del ruido en un citémetro de flujo.
Los presentes métodos son utiles para descubrir poblaciones de plaquetas (PLT) que pueden estar enmascaradas
por el ruido y, por lo tanto, proporcionan un recuento de PLT mas preciso que los métodos de la técnica anterior.

Los aspectos de los métodos para diferenciar los eventos de PLT del ruido incluyen hacer fluir una muestra que
comprende plaquetas a través de una celda de flujo del citometro de flujo, interrogar 6pticamente la muestra que fluye
a través de la celda de flujo, detectar sefales épticas de la muestra interrogada, separar las sefiales detectadas en
sefiales correspondientes a eventos de glébulos rojos (RBC) y eventos mas pequefios que los eventos de RBC,
separar las sefiales correspondientes a eventos mas pequeifos que los eventos de RBC en eventos de plaquetas
aparentes y ruido aparente, convertir las sefiales correspondientes a eventos de plaquetas aparentes y ruido aparente
en escala logaritmica, ajustar las sefiales convertidas mediante el uso del modelo de mezcla gaussiana para generar
una distribucién ajustada para los eventos de plaquetas aparentes y el ruido aparente; e identificar los eventos de
plaquetas aparentes como eventos de plaquetas cuando la ubicacién y el ancho de la distribucion ajustada estan
dentro del intervalo para los eventos de plaquetas.

El presente método implica el uso de un umbral mas bajo que los métodos de la técnica anterior, cuyo umbral mas

bajo permite la inclusién de datos de PLT que también pueden incluir ruido. Los métodos instantaneos luego analizan
los datos de PLT del ruido para detectar estas PLT que se enmascararon por el ruido. En algunos aspectos, las sefiales
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detectadas son sefiales por encima de un umbral de tamafio de 1 centilitro. Por el contrario, los métodos de la técnica
anterior tienen un umbral mas alto que, aunque disminuye el ruido, también disminuye erréneamente el recuento de
PLT.

Los presentes métodos para diferenciar los eventos de PLT del ruido pueden incluir un primer umbral que separa las
sefiales correspondientes a los RBC de las sefiales correspondientes a eventos mas pequefios que los RBC, cuyos
eventos mas pequenios incluyen plaquetas, asi como también fragmentos de células, restos y ruido.

Las sefales correspondientes a eventos mas pequerios que los RBC estan sujetas a un umbral adicional, un segundo
umbral que es mas bajo que el primer umbral. El segundo umbral se establece de manera que también se incluyan
algunas sefales que pueden corresponder a ruido. Este umbral méas bajo permite la inclusién de sefiales mas débiles
de PLT mas pequefias que pudieron descartarse si se usé un umbral mas alto. En algunas modalidades, el segundo
umbral puede establecerse para descartar datos que corresponden a eventos o ruido que tienen un tamafio de menos
de 1 centilitro. En algunos casos, el primer umbral puede establecerse de manera que los datos correspondientes a
eventos que tienen un diametro mayor de 6 ym o mas se separen de los eventos mas pequefos. Los datos de eventos
que tienen un diametro mayor de menos de 6 um pueden estar sujetos a un segundo umbral que separa los datos de
eventos que tienen un diametro mayor de menos de 1 um de los eventos que tienen un diametro mayor de 1 um a
menos de 6 uym. Estos datos correspondientes a eventos que tienen un diametro mayor de 1 ym a menos de 6 pym
pueden luego analizarse para identificar las PLT en estos eventos y diferenciarlas del ruido.

La etapa de identificar y diferenciar las PLT del ruido puede implicar convertir sefales correspondientes a eventos de
plaquetas aparentes y ruido aparente en escala logaritmica.

El método instantaneo puede realizarse en sefales colectadas a una velocidad de al menos 100 eventos/s, tal como
al menos 1000-250 000 eventos/s, 10 000-250 000 eventos/s, 10 000-250 000 eventos/s, 100 000 -250 000 eventos/s,
por ejemplo, 100 000 eventos/s o 250 000 eventos/s.

En ciertos aspectos, los datos sin procesar colectados pueden convertirse en una escala logaritmica (log). La
conversion puede implicar una etapa de convertir datos analdgicos en datos digitales. La conversion de datos
analdgicos a datos digitales puede realizarse antes de aplicar el primer umbral, antes de aplicar el segundo umbral o
después de aplicar el segundo umbral. En algunos casos, la conversion de datos analégicos a datos digitales para
producir datos de logaritmo puede realizarse después de que se aplique el primer umbral y los eventos méas pequefios
que los eventos de RBC se separen de los eventos de RBC, y antes de aplicar el segundo umbral que separa las
sefiales que son sefales de ruido obvias (por ejemplo, sefiales correspondientes a particulas que tienen un tamano
de menos de 1 centilitro).

El método puede incluir ademas la aplicacion del modelo de mezcla gaussiana a los datos convertidos para separar
los eventos aparentes de PLT del ruido. En ciertos casos, el método puede incluir el ajuste de las sefales convertidas
mediante el uso de un modelo de mezcla gaussiana para generar una distribucion ajustada para los eventos aparentes
de plaquetas y el ruido aparente. En ciertas modalidades, cuando la ubicacién y el ancho de la distribucién ajustada
de los eventos aparentes de PLT estan dentro del intervalo de los eventos aparentes de PLT, los eventos aparentes
de PLT se identifican como plaquetas.

En ciertos casos, el método puede incluir antes de la identificacion, comparar la ubicacion y el ancho de la distribucion
ajustada para los eventos de plaquetas aparentes con la ubicacion y el ancho de la distribucién ajustada para el ruido
aparente, en donde cuando las distribuciones estan fuera del intervalo aceptado, la fecha convertida puede ajustarse
de manera diferente. Por ejemplo, los datos convertidos pueden ajustarse mediante el uso de un modelo de mezcla
gaussiana con una mayor restriccion para el ruido, seguido de la identificacion de eventos de PLT y ruido.

En ciertos casos, las sefiales detectadas por el citdmetro de flujo y analizadas por los presentes métodos pueden
incluir una o mas de la dispersion de angulo intermedio (IAS), la dispersion lateral polarizada (PSS) o la pérdida de luz
axial (ALL). En otro caso, las sefiales detectadas por el citbmetro de flujo y analizadas por los presentes métodos
pueden incluir la dispersidon de angulo intermedio (IAS) y la dispersion lateral polarizada (PSS).

En ciertos casos, el método puede realizarse junto con métodos que realizan un analisis de sangre completo mediante
la deteccion y enumeracion de WBC, RBC y plaquetas en una muestra de sangre total. La muestra de sangre total
puede no estar lisada ni tefiida (por ejemplo, no tefiida con un colorante fluorescente permeable a las células que se
une a los acidos nucleicos).

La Figura 1 ilustra un proceso ilustrativo implicado en la identificaciéon de PLT en una muestra de sangre. Como primera
etapa, los datos sin procesar se colectan y separan en datos para eventos grandes y pequefios. Los eventos grandes
eventualmente se clasificaran como RBC (o WBC) y los eventos pequefios representan tanto PLT como ruido. Se
aplica un umbral para eliminar datos que obviamente son ruido (por ejemplo, datos correspondientes a un tamafio de
particula inferior a 1 centilitro). El resto de los datos se transforma en logaritmo. En algunos casos, el canal IAS3 se
usa para transformar los picos de eventos en logaritmos y se ajusta mediante el uso del GMM (modelo de mezcla
gaussiana) para eventos pequefios (es decir, eventos mas pequefios que WBC y RBC). A continuacién, se analizan
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la ubicacion y los anchos de las distribuciones de ruido y PLT instaladas para determinar si se encuentran en un
intervalo aceptable. Si el modelo se ajusta, los pequefios eventos se separan en PLT y ruido. Si el modelo no se ajusta,
se aplica un GMM limitado para eventos mas grandes (por ejemplo, mas pequefios que WBC y RBC y mas grandes
que 3 centilitros, 2 centilitros o 1 centilitro) y se clasifican en PLT y ruido. Como se indica en la presente descripcion,
este proceso puede realizarse junto con la determinacion del recuento completo de células sanguineas para una
muestra de sangre total y, por lo tanto, puede no implicar la lisis de RBC. En ciertos casos, el método puede no implicar
tefiir los nucleos de las células de la muestra de sangre con un tinte fluorescente.

Métodos de deteccion de agregados de plaquetas.

En ocasiones, pueden formarse agregados de plaquetas en una muestra de prueba antes de que la muestra se envie
a un instrumento de recuento de plaquetas (por ejemplo, un analizador hematolégico) para su analisis. Como
resultado, el recuento de plaquetas (PLT) que se obtiene puede ser artificialmente bajo. Ademas, los agregados de
PLT pueden contarse como WBC. Los aspectos de la presente descripcion incluyen un método para identificar una
muestra que comprende agregados de plaquetas. El método puede incluir ademas proporcionar una concentracion de
WBC corregida después de restar las sefales de los agregados de PLT. En ciertos aspectos, cuando el nimero de
agregados de PLT es mayor que un umbral para un nimero aceptable de agregados de PLT, la muestra puede
marcarse y descartarse el recuento de células obtenido para la muestra. El sistema puede ademas transmitir una
prueba fallida a un usuario.

En ciertas modalidades, un método para identificar una muestra que comprende agregados de plaquetas puede incluir
incubar una muestra con un reactivo que comprende un colorante fluorescente permeable a las células y un agente
de lisis de globulos rojos durante un periodo de tiempo suficiente para lisar los globulos rojos y para tedir con
fluorescencia células que contienen nucleo; hacer fluir la muestra a través de una celda de flujo del citdmetro de flujo;
interrogar opticamente la muestra que fluye a través de la celda de flujo; detectar sefiales Opticas de la muestra
interrogada; identificar eventos asociados con una sefal fluorescente por debajo de un umbral, donde los eventos
identificados tienen una sefial fluorescente por debajo de la sefial fluorescente de los gldébulos blancos (WBC); y
determinar el tamafo de los eventos identificados, en donde la presencia de eventos que tienen un tamafio mayor que
las plaquetas indica que la muestra comprende agregados de plaquetas.

En ciertos casos, el umbral de tamafio puede establecerse de manera que las particulas que tienen un diametro
maximo superior a 8 ym y que tienen una sefial de FL menor que el umbral para WBC pueden identificarse como
agregados de PLT.

En ciertos aspectos, el método puede implicar, ademas, seleccionar los eventos identificados que son de un tamafio
mayor que el de las plaquetas; ajustar una linea a los eventos seleccionados; extender la linea a sefiales asociadas
con WBC,; vy reclasificar los WBC cerca de la linea como grupos de plaquetas. La reclasificacion de los WBC en
agregados de PLT a su vez corrige el recuento de WBC.

En ciertos aspectos, el numero de agrupaciones de PLT puede ser superior a un umbral. En tales casos, la muestra
puede marcarse como que contiene mas agregados de PLT de los que pueden tolerarse y el método puede implicar
descartar los recuentos de células determinados para esta muestra.

En ciertos aspectos, el método para identificar agregados de PLT puede incluir el uso de una linea en 3 dimensiones
(3D) para clasificar grupos. Por ejemplo, en lugar de ajustar una linea a los eventos seleccionados, puede ajustarse
una linea 3D a los eventos que tienen una sefial FL por debajo del umbral de sefiales FL para WBC. El ajuste de linea
3D puede usarse cuando mas del 5 % del recuento de PLT son agregados de PLT. En otras palabras, cuando el
numero de agregados de PLT identificados mediante el uso del ajuste de linea es superior al 5 % del nimero de PLT
en la muestra de sangre, los eventos que tienen un umbral inferior al de la identificacion de leucocitos se ajustan
mediante el uso de una linea 3D y se repite el método al extender la linea 3D en sefiales asociadas con WBC; y
reclasificar los WBC cerca de la linea como grupos de plaguetas. La reclasificacién de los WBC en agregados de PLT
a su vez corrige el recuento de WBC.

En ciertos casos, las sefiales analizadas para identificar agregados de PLT pueden ser una o mas de la fluorescencia
(FL), la dispersion de angulo intermedio (IAS), la dispersion lateral polarizada (PSS) o la pérdida de luz axial (ALL). En
algunos aspectos, las sefiales analizadas para identificar agregados de PLT pueden ser la fluorescencia (FL) y la
dispersion lateral polarizada (PSS).

En algunos aspectos, la muestra puede tefiirse con un colorante fluorescente que es permeable a las células y se une
al acido nucleico. Mediante el uso de un colorante fluorescente de este tipo se asegura el marcaje de los WBC, pero
no de los RBC y las plaquetas normales. En algunos casos, la muestra también puede lisarse para eliminar los glébulos
rojos.

La Figura 2 ilustra un proceso ilustrativo implicado en la identificacion y clasificacion de agregados de PLT en una

muestra de sangre. Como primera etapa, los datos se analizan para seleccionar particulas que tengan baja
fluorescencia (es decir, por debajo del umbral establecido para las células sanguineas nucleadas, como los WBC).
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Estas particulas se indican como particulas no FL. Los agregados de PLT tienen baja fluorescencia, pero tienen un
tamano similar a los WBC. Se ajusta una linea a los agregados de PLT y la linea se extiende a particulas fluorescentes
(FL) para determinar el nimero de particulas cerca de la linea. Si hay pocas particulas cerca de la linea, se reclasifican
como agregados de PLT (en lugar de WBC). La presencia de un gran numero de particulas cerca de la linea indico
que un ajuste de linea 3D seria mas preciso y se ajusta una linea 3D a las particulas que tienen baja fluorescencia
como se definié anteriormente. La linea 3D ajustada se extiende a particulas FL para determinar el nimero de
particulas cerca de la linea y estas se reclasifican como agregados de PLT (en lugar de WBC).

Como se usa en la presente descripcion, el término "activador" significa el valor minimo de una sefal que debe superar
una medicion de la sefial para que se considere valida. Se analizan los eventos que proporcionan un valor de sefal
por encima del valor de activacion. Los eventos que proporcionan un valor de sefial por debajo del valor de activaciéon
no se incluyen en el andlisis de datos. Se usa una escala de 0 a 5000 o una escala de 0 a 6000 para cada canal de
deteccién. Cada valor de la escala representa una gradacién de la fuerza de una sefal, siendo el valor 0 la fuerza mas
baja y el valor 5000 (o 6000) la fuerza mas alta. En los métodos para diferenciar las PLT del ruido como se describid
en la presente descripcion, el activador puede establecerse de manera que una sefial mas baja active los detectores
que, al tiempo que permite detectar mas ruido, garantizaria la deteccion de sefiales de las PLT.

En algunos aspectos, los datos sin procesar que pueden colectarse para el analisis de sangre y en los métodos
descritos en la presente descripcion pueden incluir eventos que tienen al menos cinco dimensiones de informacion;
especificamente, ALL, IAS, PSS, DSSy FL1, junto con marcadores de tiempo y otra informacion relevante. En algunos
aspectos, solo pueden usarse dos o tres de estos tipos de datos sin procesar en los métodos descritos en la presente
descripcion. Por ejemplo, en los métodos para diferenciar las PLT del ruido, pueden usarse datos brutos
correspondientes a PSS y ALL. En otros aspectos, como en un método para identificar agregados de PLT, pueden
usarse FL y PSSy FL y ALL.

Los sujetos de los que puede adquirirse un espécimen incluyen, pero no se limitan a, sujetos humanos, sujetos
mamiferos (por ejemplo, primates (monos, gorilas, simios, babuinos, orangutanes, etc.), ungulados (por ejemplo,
equinos, bovinos, camélidos, cerdos, etc.), caninos, felinos, roedores (ratones, ratas, etc.), etc. Los especimenes
pueden incluir muestras de fluidos biolégicos y muestras biolégicas (tal como una muestra hematoldgica, por ejemplo,
una muestra de sangre) que pueden procesarse antes de la evaluacion, por ejemplo, diluidas, lisadas, etc., por
ejemplo, las descritas en las patentes de Estados Unidos nums. 9,011,773 y 9,028,778.

Los WBC contienen una concentracion relativamente alta de ADN en sus nucleos. Cuando se disefia apropiadamente,
puede usarse un colorante fluorescente para diferenciar entre diferentes subpoblaciones de WBC y para diferenciar
WBC de células no nucleadas. Por ejemplo, los linfocitos y los basdfilos tienen firmas de fluorescencia diferentes, a
pesar de tener firmas de dispersion de luz similares. Ademas, los RBC maduros no contienen ADN. Por lo tanto, puede
seleccionarse un colorante fluorescente para diferenciar entre poblaciones de células sanguineas. El propodsito del
colorante es penetrar facilmente en las células vivas, unirse al ADN con alta afinidad y emitir una fuerte fluorescencia
con un cambio de Stokes adecuado cuando el colorante se excita por una fuente de luz apropiada. El pico de absorcion
del colorante en la banda visible coincide sustancialmente con la longitud de onda de la fuente de luz (dentro de los
50 nm de la longitud de onda de la fuente de luz, con mayor preferencia, dentro de los 25 nm de la longitud de onda
de la fuente de luz), con el objetivo de excitar adecuadamente el colorante y lograr resultados éptimos.

El colorante fluorescente seleccionado es tal que es: 1) capaz de unirse a acidos nucleicos, 2) capaz de penetrar las
membranas celulares de los WBC, 3) excitable a una longitud de onda seleccionada cuando se somete a una fuente
de luz, 4) capaz de emitir fluorescencia al excitarse por la fuente de luz, y 5) bioestable y soluble en un liquido. El
colorante puede seleccionarse del grupo que consiste de: naranja de acridina, SYBR 11, colorantes de la serie SYBR
Green, yoduro de hexidio, SYTO 11, SYTO 12, SYTO 13, SYTO 14, SYTO 16, SYTO 21, SYTO RNA Select, SYTO
24, SYTO 25 y sus equivalentes. El colorante se usa para marcar WBC y nRBC, "descartar" los RBC no lisados y los
fragmentos de RBC y plaquetas en funcién de un activador de fluorescencia configurado en el analizador
hematolégico, y diferenciar entre subpoblaciones de WBC. El colorante esta tipicamente presente en una
concentracion de aproximadamente 0,1 ng/mL a aproximadamente 0,1 mg/mL. Si bien hay varios colorantes
disponibles, el colorante seleccionado generalmente se empareja con la fuente de excitacion del analizador
hematoldgico, de manera que se usa un solo colorante para tefir y excitar la emision de fluorescencia en nRBC y
todas las subpoblaciones de WBC que se pretenden identificar, cuantificar y/o analizar. Como tal, puede usarse un
solo colorante (es decir, exclusivo) para identificar, cuantificar y analizar las subpoblaciones de WBC, a la vez.

En una modalidad, se proporciona un colorante fluorescente en un reactivo, con combinaciones de 1) al menos un
surfactante, 2) al menos un tampén, 3) al menos una sal y/o 4) al menos un agente antimicrobiano, en cantidades
suficientes para realizar la tincion y activar hasta 1000 x 103 células por microlitro. El al menos un surfactante, tal
como "TRITON" X-100 o saponina, se usa para destruir las membranas de los RBC, y reducir el tamafo de los
fragmentos de RBC. El al menos un surfactante esta tipicamente presente en una concentracién de aproximadamente
0,001 % a aproximadamente 5 %. El al menos un agente antimicrobiano, tal como los de las familias "TRIADINE" o
"PROCLIN", se usa para evitar la contaminacion del reactivo por microbios. La concentracion del al menos un agente
antimicrobiano es suficiente para conservar el reactivo durante la vida util requerida. El al menos un tampén, tal como
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico (HEPES), se usa
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para ajustar el pH de la mezcla de reaccién para controlar la lisis de los RBC y preservar los WBC. El al menos un
tampodn esta tipicamente presente en una concentracion de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 3 %. El pH
tipicamente oscila de aproximadamente 3 a aproximadamente 12. La al menos una sal, como NaCl o Na2S04, se usa
para ajustar la osmolalidad para aumentar el efecto de lisis y/u optimizar la conservacion de WBC. La al menos una
sal puede estar presente en una concentracién de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 3 %. En ciertos
casos, el al menos un tampén puede servir como la al menos una sal, o la al menos una sal puede servir como el al
menos un tampon.

En general, se usa una osmolalidad mas baja, o hipotonicidad, para acelerar la lisis de los RBC. La osmolaridad oscila
tipicamente de aproximadamente 20 a aproximadamente 250 mOsm. Puede hacerse que la lisis de los RBC se
produzca a una temperatura superior a la temperatura ambiente (por ejemplo, entre aproximadamente 30 °C a
aproximadamente 50 °C, tal como unos 40 °C) durante un periodo de tiempo relativamente corto (por ejemplo, menos
de aproximadamente 25 segundos, menos de aproximadamente 17 segundos, o incluso menos de aproximadamente
9 segundos), después de mezclar la muestra de sangre y el reactivo en una relacién de aproximadamente una parte
por volumen de muestra por aproximadamente 35 partes por volumen de reactivo.

Los datos de dispersion y fluorescencia para el analisis generalmente se colectan con una pluralidad de canales
Opticos y al menos un canal de fluorescencia, como se describié anteriormente.

En ciertos aspectos, puede usarse un activador de fluorescencia (FL). El activador FL se describe en detalle en la
patente de Estados Unidos num. 9,091,625.

Como tal, los aspectos de los sistemas y métodos presentados en la presente descripcion usan un activador de
fluorescencia para colectar y analizar WBC y subpoblaciones de WBC. En una modalidad, previo a la deteccion de
agregados de plaquetas (PLT), se establece un activador de fluorescencia entre las sefales de los RBC y las sefiales
de los WBC (y los nRBC, cuando estan presentes). La informacién 6ptica y de fluorescencia colectada puede usarse
para distinguir (o diferenciar) WBC y subpoblaciones de WBC de los agregados de PLT. Por ejemplo, pueden usarse
citogramas bidimensionales para identificar y distinguir particulas. Como se indica en la presente descripcion, en
algunos aspectos, el activador FL puede establecerse mas bajo para los datos que se van a analizar para la
superposicion entre las plaquetas y el ruido. En otros casos, en un método para analizar la superposicién entre las
plaquetas y el ruido, no se usa la sefial de fluorescencia y, por lo tanto, no puede usarse el activador de FL.

Como se usa en la presente descripcion, la expresion "informacion de fluorescencia” significa datos colectados de un
canal de fluorescencia de un analizador hematolégico. Como se usa en la presente descripcion, la expresion "canal
de fluorescencia" significa un dispositivo de deteccion, tal como un tubo fotomultiplicador, establecido en una banda
de longitud de onda apropiada para medir la cantidad de fluorescencia emitida por una muestra.

El método descrito en la presente descripcion puede implicar un método automatizado para el analisis simultaneo de
diferencial de glébulos blancos, eritroblastos, glébulos rojos y plaquetas y agregados de PLT en liquido, tal como, por
ejemplo, sangre. Otros fluidos bioldgicos, tales como, por ejemplo, fluido cerebroespinal, fluido de ascitis, fluido pleural,
fluido peritoneal, fluido pericardico, fluido sinovial, fluido de dializado y fluido de drenaje, pueden usarse para
determinar varios parametros de estos fluidos.

Sistemas

La presente descripcion incluye sistemas para diferenciar los eventos de plaquetas del ruido en un citdmetro de flujo.
Los sistemas de la presente descripcion involucran componentes configurados para realizar los métodos para
diferenciar los eventos de plaquetas del ruido en un citémetro de flujo.

La presente descripcion también incluye sistemas para identificar una muestra que comprende agregados de
plaquetas, corregir opcionalmente el recuento de WBC en funcion del nimero detectado de agregados de PLT y/o
marcar la muestra si el nUmero de agregados de PLT impide un analisis de células preciso.

En ciertas modalidades, el sistema puede incluir un citémetro de flujo que incluye una celda de flujo, un sistema de
interrogacion de particulas opticas acoplado 6pticamente a la celda de flujo y un medio legible por ordenador no
transitorio como se describe mas adelante en la presente descripcion. Dichos sistemas pueden incluir circuitos
configurados para realizar una o mas de las etapas de los métodos como se describié en la presente descripcion.

Los componentes de los presentes sistemas pueden ensamblarse en un solo dispositivo o pueden ensamblarse como
un sistema de componentes separados entre dos 0 mas dispositivos. En algunos casos, un dispositivo, un sistema o
componentes del mismo que realice las funciones puede ser externo pero cercano (es decir, unido a la cubierta externa
de o en la misma superficie de trabajo o dentro de la misma habitacion o edificio, etc.) de un analizador hematolégico
que procesa la muestra. En otros casos, un dispositivo, un sistema o componentes del mismo que realice las funciones
pueden colocarse internamente (es decir, dentro, adentro o alojados dentro) de un analizador hematoldgico que
procesa el espécimen y/u obtiene los datos.
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Por "unidad de procesamiento de datos", como se usa en la presente descripcidn, se entiende cualquier combinacion
de hardware y/o software que realizara las funciones que se requieren de ella. Por ejemplo, cualquier unidad de
procesamiento de datos en la presente descripcion puede ser un microprocesador digital programable tal como el
disponible en forma de controlador electrénico, ordenador central, servidor u ordenador personal (de escritorio o
portatil). Donde la unidad de procesamiento de datos es programable, la programacién adecuada puede comunicarse
desde una ubicacién remota a la unidad de procesamiento de datos, o guardada previamente en un producto de
programa de programa de ordenador (tal como un medio de almacenamiento legible por ordenador portatil o fijo, ya
sea basado en un dispositivo magnético, 6ptico o de estado sélido).

Sustancialmente, cualquier circuito puede configurarse para un arreglo funcional dentro de los dispositivos y sistemas
para realizar los métodos descritos en la presente descripcién. La arquitectura de hardware de tales circuitos, incluye,
por ejemplo, un ordenador configurado especificamente, bien conocida por un experto en la técnica, y puede
comprender componentes de hardware que incluyen uno o mas procesadores (CPU), una memoria de acceso
aleatorio (RAM), una memoria de solo lectura (ROM), un medio de almacenamiento de datos interno o externo (por
ejemplo, la unidad de disco duro). Tales circuitos también pueden comprender una o mas tarjetas graficas para
procesar y enviar informaciéon grafica a los medios de visualizacion. Los componentes anteriores pueden
interconectarse adecuadamente a través de un bus dentro de los circuitos, por ejemplo, dentro de un ordenador de
uso especifico. Los circuitos pueden comprender ademas interfaces adecuadas para comunicarse con componentes
externos de propdsito general, tal como un monitor, teclado, mouse, red, etc. En algunas modalidades, el circuito
puede ser capaz del procesamiento paralelo o puede ser parte de una red configurada para el calculo paralelo o
distributivo para aumentar la potencia de procesamiento para los presentes métodos y programas. En algunas
modalidades, el cédigo de programa leido desde el medio de almacenamiento puede escribirse en una memoria
proporcionada en una placa expandida insertada en el circuito, o una unidad expandida conectada al circuito, y una
CPU o similar proporcionada en la placa expandida o la unidad expandida puede realmente realizar una parte o todas
las operaciones de acuerdo con las instrucciones de la programacién, para lograr las funciones descritas.

Los sistemas de la presente descripcion pueden incluir ademas una "memoria" que sea capaz de almacenar
informacién de manera que sea accesible y recuperable en una fecha posterior por un ordenador. Puede elegirse
cualquier estructura de almacenamiento de datos conveniente, en base a los medios usados para acceder a la
informacién almacenada. En ciertos aspectos, la informacion puede almacenarse en una "memoria permanente” (es
decir, una memoria que no se borra por la terminacion del suministro eléctrico a una ordenador o procesador) o una
"memoria no permanente”. El disco duro, el CD-ROM, el disquete, la unidad flash portatil y el DVD del ordenador son
todos ejemplos de memoria permanente. La memoria de acceso aleatorio (RAM) es un ejemplo de memoria no
permanente. Un archivo en la memoria permanente puede editarse y reescribirse.

Ademas de los componentes de los dispositivos y sistemas de la presente descripcion, por ejemplo, como se describio
anteriormente, los sistemas de la descripcién pueden incluir una serie de componentes adicionales, tales como
dispositivos de salida de datos, por ejemplo, monitores y/o altavoces, dispositivos de entrada de datos, por ejemplo,
puertos de interfaz, teclados, etc., componentes de manejo de fluidos, componentes de manejo de diapositivas,
fuentes de alimentacion, etc.

El analizador hematoldgico para detectar sefiales de una muestra que fluye a través de una celda de flujo del
analizador hematolégico puede incluir épticas de iluminacion y deteccién de un aparato adecuado para andlisis de
hematologia (que incluye citometria de flujo).

En una modalidad, se realiza un analisis de muestra de sangre por medio de la tecnologia de Separaciéon por
Dispersion Polarizada de Angulos Multiples (MAPSS), con mejora opcional de la informacién de fluorescencia. Al
menos un fotodiodo, o al menos un tubo fotomultiplicador, 0 ambos al menos un fotodiodo y al menos un tubo
fotomultiplicador se usan para detectar la luz dispersada por cada glébulo que pasa a través de una celda de flujo. Se
usan dos o mas fotodiodos para medir las sefales de pérdida de luz axial (ALL), que miden aproximadamente O ° de
dispersion (por ejemplo 0°-1°), y sefiales de dispersion de angulo intermedio (IAS), que miden la dispersion de angulo
bajo (por ejemplo, de aproximadamente 3 ° a aproximadamente 15 °). Se usan dos o mas tubos fotomultiplicadores
para detectar sefiales de dispersion lateral polarizada (PSS) de 90° y sefiales de dispersion lateral despolarizada
(DSS) de 90°. Se necesitan tubos fotomultiplicadores adicionales para la fluorescencia (FL1) dentro del(de los)
intervalo(s) de longitud de onda apropiado(s), en dependencia de la eleccién de la longitud de onda de la fuente de
luz. Cada evento capturado en el sistema exhibe asi una pluralidad de dimensiones de informacion, tal como ALL, IAS
(uno o mas canales, tal como 2 o 3 canales), PSS, DSS vy fluorescencia (uno o mas canales, tal como 2 canales). La
informacién de estos canales de deteccidon se usa para un andlisis adicional de las células sanguineas. En ciertos
aspectos, la 6ptica de iluminacion y deteccidn de un aparato adecuado para el andlisis hematoldgico puede incluir los
componentes representados en la Figura 1 dela Patente de Estados Unidos num. 9,091,625. Con referencia a la Figura
1 de la patente de Estados Unidos num. 9,091,625, un aparato 10 comprende una fuente de luz 12, un espejo frontal
14 y un espejo trasero 16 para curvar el haz, un modulo expansor de haz 18 que contiene una primera lente cilindrica
20 y una segunda lente cilindrica 22, una lente de enfoque 24, un ajustador de haz fino 26, una celda de flujo 28, una
lente de dispersion delantera 30, un detector de diana 32, un primer tubo fotomultiplicador 34, un segundo tubo
fotomultiplicador 36 y un tercer tubo fotomultiplicador 38.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2919343 T3

La fuente de luz puede ser un laser. En modalidades alternativas, se selecciona un laser que emite luz a una longitud
de onda entre aproximadamente 350 nm y aproximadamente 700 nm; por ejemplo, en una modalidad se usa un laser
que emite luz a aproximadamente 488 nm. La fuente de luz 12 puede ser un laser refrigerado por aire y polarizado
verticalmente Coherent Cube, disponible comercialmente de Coherent, Inc., Santa Clara, CA. Pueden usarse laseres
que tienen longitudes de onda que varian de 350 nm a 700 nm. Las condiciones de funcionamiento del laser son
sustancialmente similares a las de los laseres que se usan actualmente con los analizadores de hematologia
automatizados "CELL-DYN". Sin embargo, pueden usarse otras fuentes de luz tales como, por ejemplo, lamparas (por
ejemplo, mercurio, xenoén).

Pueden encontrarse detalles adicionales con relacion a la celda de flujo, las lentes, la lente de enfoque, el mecanismo
de ajuste de haz fino y la lente de enfoque laser, en la patente de Estados Unidos num. 5,631,165, particularmente en
la columna 41, linea 32 hasta la columna 43, linea 11. El sistema de via Optica frontal mostrado en la Figura 1 de la
patente de Estados Unidos num. 5,631,165 incluye una lente esférica plano-convexa 30 y un detector de fotodiodos
de dos elementos 32 ubicado en el plano focal posterior de la lente. En esta configuracion, cada punto dentro del
detector de fotodiodo de dos elementos 32 se asigna a un angulo de recogida especifico de luz de las células que se
mueven a través de la célula de flujo 28. El detector 32 puede ser un detector diana capaz de detectar la pérdida de
luz axial (ALL) y la dispersién frontal de angulo intermedio (IAS). La patente de Estados Unidos num. 5,631,165
describe varias alternativas a este detector en la columna 43, lineas 12-52.

El primer tubo fotomultiplicador 34 (PMT1) mide la dispersion lateral despolarizada (DSS). El segundo tubo
fotomultiplicador 36 (PMT2) mide la dispersion lateral polarizada (PSS), y el tercer tubo fotomultiplicador 38 (PMT3)
mide la emision de fluorescencia de aproximadamente 360 nm a aproximadamente 750 nm, en dependencia del
colorante fluorescente seleccionado y la fuente de luz empleada. En una modalidad, el PMT3 mide la emision de
fluorescencia de aproximadamente 440 nm a aproximadamente 680 nm, o mas especificamente de aproximadamente
500 nm a aproximadamente 550 nm. El tubo fotomultiplicador recoge sefales fluorescentes en un amplio intervalo de
longitudes de onda para aumentar la fuerza de la sefial. Las emisiones de dispersion lateral y fluorescentes se dirigen
a estos tubos fotomultiplicadores mediante divisores de haz dicroicos 40 y 42, que transmiten y reflejan de manera
eficiente en las longitudes de onda requeridas para permitir una deteccién eficiente. La patente de Estados Unidos
num. 5,631,165 describe varios detalles adicionales con relacion a los tubos del fotomultiplicador en la columna 43,
linea 53 hasta la columna 44, linea 4.

La sensibilidad aumenta en los tubos fotomultiplicadores 34, 36 y 38, cuando se mide la fluorescencia, mediante el
uso de un sistema de coleccion por inmersion. El sistema de coleccion por inmersion es uno que acopla 6pticamente
la primera lente 30 a la celda de flujo 28 por medio de una capa de coincidencia de indice de refraccién, que permite
la coleccion de luz en un gran angulo. La patente de Estados Unidos num. 5,631,165 describe varios detalles
adicionales de este sistema Optico en la columna 44, lineas 5-31.

Los tubos fotomultiplicadores 34, 36 y 38 detectan dispersion lateral (luz dispersa en un cono cuyo eje es
aproximadamente perpendicular al rayo laser incidente) o fluorescencia (luz emitida por las células a una longitud de
onda diferente a la del rayo laser incidente).

Medio legible por ordenador

La presente descripcion incluye un medio legible por ordenador, que incluye un medio legible por ordenador no
transitorio, que almacena instrucciones para diferenciar los eventos de plaquetas del ruido en un citémetro de flujo.
Los aspectos de la presente descripcion incluyen un medio legible por ordenador que almacena instrucciones que,
cuando se ejecutan mediante un dispositivo informatico, hacen que el dispositivo informatico realice una o mas de las
etapas para diferenciar los eventos de plaquetas del ruido en un citémetro de flujo.

En ciertos aspectos, el medio legible por ordenador no transitorio almacena instrucciones que, cuando se ejecutan por
un dispositivo informatico, hacen que el dispositivo informatico detecte sefiales dpticas de una muestra interrogada,
en donde las sefiales Opticas se generan al hacer fluir la muestra a través de un celda de flujo de un citdmetro de flujo
e interrogacion optica de la muestra que fluye; separar las sefiales detectadas en sefiales correspondientes a eventos
de glébulos rojos (RBC) y eventos mas pequefios que los eventos de RBC; separar las sefiales correspondientes a
eventos mas pequefios que los eventos RBC en eventos de plaquetas aparentes y ruido aparente; convertir sefiales
correspondientes a eventos de plaquetas aparentes y ruido aparente en escala logaritmica; ajustar las sefales
convertidas mediante el uso del modelo de mezcla gaussiana para generar una distribucion ajustada para los eventos
de plaguetas aparentes y el ruido aparente; e identificar los eventos de plaquetas aparentes como eventos de
plaquetas cuando la ubicacién y el ancho de la distribuciéon ajustada estan dentro del intervalo para los eventos de
plaquetas.

En algunos casos, las instrucciones comprenden instrucciones que hacen que el dispositivo informatico antes de la
identificacion compare la ubicacion y el ancho de la distribucién ajustada para los eventos de plaquetas aparentes con
la ubicacién y el ancho de la distribucion ajustada para el ruido aparente, en donde cuando las distribuciones estan
fuera del intervalo aceptado, se ajusta un modelo de mezcla gaussiana con una mayor restriccion para el ruido.
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En ciertos aspectos, las instrucciones comprenden instrucciones para convertir los datos sin procesar recopilados en
una escala logaritmica (log). La conversién puede implicar una etapa de convertir datos analégicos en datos digitales.
La conversion de datos analégicos a datos digitales puede realizarse antes de aplicar el primer umbral, antes de aplicar
el segundo umbral o después de aplicar el segundo umbral. En algunos casos, la conversion de datos analdgicos a
datos digitales para producir datos de logaritmo puede realizarse después de que se aplique el primer umbral y los
eventos mas pequefios que los eventos de RBC se separen de los eventos de RBC, y antes de aplicar el segundo
umbral que separa las sefales que son sefiales de ruido obvias (por ejemplo, sefales correspondientes a particulas
que tienen un tamafo de menos de 1 centilitro).

En ciertos aspectos, las instrucciones incluyen instrucciones para aplicar el modelo de mezcla gaussiana a los datos
convertidos para separar los eventos aparentes de PLT del ruido. En ciertos casos, las instrucciones incluyen
instrucciones para incluir el ajuste de las sefales convertidas mediante el uso del modelo de mezcla gaussiana para
generar una distribucion ajustada para los eventos de plaquetas aparentes y el ruido aparente. En ciertas modalidades,
cuando la ubicacion y el ancho de la distribucién ajustada de los eventos aparentes de PLT estan dentro del intervalo
de los eventos aparentes de PLT, los eventos aparentes de PLT se identifican como plaquetas.

En ciertos casos, las instrucciones incluyen instrucciones para, antes de la identificacion, comparar la ubicacion y el
ancho de la distribucion ajustada para los eventos de plaquetas aparentes con la ubicacion y el ancho de la distribucion
ajustada para el ruido aparente, en donde cuando las distribuciones estan fuera del intervalo aceptado, la fecha
convertida puede ajustarse de manera diferente. Por ejemplo, los datos convertidos pueden ajustarse mediante el uso
de un modelo de mezcla gaussiana con una mayor restriccion para el ruido, seguido de la identificacion de eventos de
PLT y ruido.

En ciertos casos, las sefiales detectadas por el citdmetro de flujo y analizadas por los presentes métodos pueden
incluir una o mas de la dispersion de angulo intermedio (IAS), la dispersion lateral polarizada (PSS) o la pérdida de luz
axial (ALL). En otro caso, las sefiales detectadas por el citdmetro de flujo y analizadas por los presentes métodos
pueden incluir la dispersidon de angulo intermedio (IAS) y la dispersion lateral polarizada (PSS).

En algunos casos, un medio legible por ordenador de la presente descripcion almacena instrucciones que hacen que
un dispositivo informatico realice las etapas para identificar una muestra que comprende agregados de plaquetas, al
corregir opcionalmente el recuento de WBC en funcion del nimero detectado de agregados de PLT y/o marcar la
muestra si el numero de agregados de PLT impide un analisis celular preciso.

En algunos aspectos, el medio legible por ordenador no transitorio almacena instrucciones que, cuando se ejecutan
por un dispositivo informatico, hacen que el dispositivo informatico detecte sefales épticas de una muestra interrogada,
en donde las sefales opticas se generan al hacer fluir la muestra a través de un celda de flujo de un citémetro de flujo
e interrogacion Optica de la muestra que fluye, en donde la muestra se incuba con un reactivo, que comprende un
colorante fluorescente permeable a las células y un agente de lisis de gldbulos rojos, durante un periodo de tiempo
suficiente para lisar los glébulos rojos y para tefir con fluorescencia las células que contienen nucleo; identificar
eventos asociados con una sefal fluorescente por debajo de un umbral, en donde los eventos identificados tienen una
sefial fluorescente por debajo de la sefial fluorescente de los gldbulos blancos (WBC); y determinar el tamafio de los
eventos identificados, en donde la presencia de eventos que tienen un tamafio mayor que las plaquetas indica que la
muestra comprende agregados de plaquetas.

En ciertas modalidades, las instrucciones comprenden instrucciones que hacen que el dispositivo informatico
seleccione los eventos identificados que son de un tamafio mayor que el de las plaquetas; ajustar una linea a los
eventos seleccionados; extender la linea a las sefiales asociadas con los WBC; y reclasificar los WBC cerca de la
linea como agregados de plaquetas.

En ciertas modalidades, las instrucciones de acuerdo con los métodos descritos en la presente descripcion pueden
codificarse en un medio legible por ordenador en forma de "programacién”, donde el término "medio legible por
ordenador" como se usa en la presente descripcion se refiere a cualquier medio de almacenamiento o transmision que
participa en proporcionar instrucciones y/o datos a un ordenador para su ejecucion y/o procesamiento. Los ejemplos
de medios de almacenamiento incluyen un disquete, disco duro, disco 6ptico, disco magneto-6ptico, CD-ROM, CD-R,
cinta magnética, tarjeta de memoria no volati, ROM, DVD-ROM, disco Blue-ray, disco de estado solido y
almacenamiento conectado a la red (NAS), ya sea que dichos dispositivos sean internos o externos al ordenador. Un
archivo que contiene informacion puede "almacenarse” en un medio legible por ordenador, donde "almacenar" significa
grabar la informacion de manera que sea accesible y recuperable en una fecha posterior por un ordenador.

El método implementado por ordenador descrito en la presente descripcién puede ejecutarse mediante el uso de la
programacion que puede escribirse en uno o0 mas de cualquier nimero de lenguajes de programacion informaticos.
Tales lenguajes incluyen, por ejemplo, Java (Sun Microsystems, Inc., Santa Clara, California), Visual Basic (Microsoft
Corp., Redmond, Washington) y C++ (AT&T Corp., Bedminster, Nueva Jersey), asi como también muchos otros.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracién y no por medio de limitacion.
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Ejemplos
Ejemplo 1: Método para diferenciar las plaquetas del ruido mediante el uso de un analizador hematolégico

Las plaquetas son las células méas pequefias de la sangre y su deteccién a menudo esté limitada por el ruido en el
analizador. El ruido puede ser causado por la fuente de luz (1 % de fluctuacion en la potencia del Iaser), la electrénica
de amplificacién u otras fuentes. Aqui se recopild informacion de la dispersion de la luz para una pequefia cantidad de
eventos de ruido y todas las plaquetas que estan por encima del ruido. Sobre estos datos se usé un algoritmo EM
(Expectativa-Maximizacion) para encontrar la distribucién mas probable del ruido y las plaquetas. Este algoritmo
mejora la precision de la enumeracion de plaquetas porque el algoritmo puede estimar cuantas plaquetas estan
enmascaradas por el ruido.

Se usa un analizador hematoldgico con una celda de flujo, detectores de dispersion frontal y lateral y un algoritmo de
software para estimar el nimero de plaquetas en un espécimen de sangre en presencia de ruido.

El analizador hematoldgico se configura con un umbral bajo en el canal de activacion. El umbral se establece tan bajo
que se ve un gran pico de ruido en el extremo inferior de la distribucion de plaquetas. Los datos primero se transforman
logaritmicamente y luego se analizan mediante un algoritmo EM que ajusta una distribuciéon gaussiana al ruido asi
como también a las plaquetas. La salida del algoritmo es la fraccidon de plaquetas del total de eventos capturados en
la recogida de datos. Los recuentos de eventos de plaquetas se convierten luego en la concentracion de plaquetas en
la sangre mediante el uso del volumen de sangre, la dilucién, el régimen de flujo y el tiempo de recogida de datos.

Los datos activados en PSS, el logaritmo visualizado transformado en IAS3 y PSS se representan en la Figura 3.
Como se ve en la Figura 3, el primer ruido obvio se elimina por las dos lineas paralelas. Solo los eventos que caen
entre las dos lineas paralelas se consideran mas adelante.

Los eventos que caen entre las dos lineas paralelas se trazan como un histograma (ver la Figura 4) y se usa un
algoritmo EM para obtener las distribuciones mas probables del ruido (curva en el lado izquierdo del gréafico) y las
plaquetas (curva en el lado derecho del grafico).

La Figura 4 muestra la presencia de plaquetas dentro del pico de ruido. La curva del lado izquierdo del grafico se
relaciona con el ruido y la curva del lado derecho del grafico corresponde a las plaquetas. El algoritmo EM encuentra
la distribucion de plaquetas y ruido mas probable que se ajusta a los datos observados. El resultado final para este
caso es que el 25,5 % de los eventos filtrados son ruido y el 74,5 % de los eventos filtrados son plaquetas. Con estos
numeros, podemos derivar facilmente el recuento total de eventos de plaquetas y la concentracion de plaquetas en la
sangre.

Las Figuras 5 y 6 ilustran otro ejemplo para diferenciar las plaquetas del ruido en una muestra que tiene una
concentracion de plaquetas mas baja que la de las Figuras 3 y 4. La Figura 5 representa el uso de dos lineas paralelas
para eliminar el ruido mas obvio. Los eventos que caen entre las dos lineas paralelas se trazan como un histograma
y se usa un algoritmo EM para obtener las distribuciones mas probables de ruido (curva en el lado izquierdo del grafico)
y plaquetas (curva en el lado derecho del grafico) (ver la Figura 6).

Como se ve en la Figura 6, la curva del lado izquierdo del grafico es la distribucion de ruido y la curva del lado derecho
del grafico es la distribucion de plaquetas. Casi la mitad de los recuentos de plaquetas estan ocultos por debajo del
pico de ruido. Pero el algoritmo EM proporciona una buena estimacion de los eventos plaquetarios en esta medicion.
El resultado final para este caso es que el 72 % de los eventos filtrados son ruido y el 28 % de los eventos filtrados
son plaquetas.

El uso de un umbral mas bajo permite por lo tanto el recuento de plaquetas por debajo del umbral después de identificar
y filtrar el ruido.

Ejemplo 2: Método para clasificar agregados de PLT mediante el uso de un analizador hematoldgico.

La Figura 7A representa un grafico para PSS (eje X) y FL (eje Y) registrado desde un citometro de flujo. Los eventos
que tienen senales de FL por debajo de las de WBC se seleccionan como agregados de PLT y se indican con +. La
Figura 7B representa la clasificacion de agregados de PLT adicionales al extender una linea ajustada a los agregados
de PLT identificados en la Figura 7A en sefiales para WBC. Los WBC reclasificados como agregados de PLT se
representan con +.

La Figura 8A representa un grafico para PSS (eje X) y FL (eje Y) registrado desde un citdmetro de flujo. Los eventos
que tienen sefales de FL por debajo de las de WBC se seleccionan como agregados de PLT y se indican con +. La
Figura 8B representa la clasificacion de agregados de PLT adicionales mediante la extension de una linea 3D ajustada
a los agregados de PLT identificados en sefales para los WBC. Los WBC que se reclasifican como agregados de PLT
se indican con +.
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Aunque la invencion anterior se ha descrito en algun detalle a modo de ilustracion y ejemplo para propésitos de claridad
de entendimiento, es facilmente evidente para los expertos en la técnica a la luz de las ensefianzas de esta invencién
que pueden hacerse ciertos cambios y modificaciones a la misma sin apartarse del alcance de las reivindicaciones
adjuntas.

En consecuencia, lo anterior meramente ilustra los principios de la invencién. Se apreciara que los expertos en la
técnica seran capaces de concebir varios arreglos que, aunque no se describen o muestran explicitamente en la
presente descripcion, expresa los principios de la invencion. Ademas, todos los ejemplos y el lenguaje condicional
citado en la presente descripcion pretenden principalmente auxiliar al lector en la comprension de los principios de la
invencion y los conceptos aportados por los inventores para promover la técnica, y se construyen sin limitarse a
aquellos ejemplos y condiciones mencionadas especificamente. Ademas, todas las declaraciones en la presente
descripcion que citan principios, aspectos, y modalidades de la invencion, asi como también los ejemplos especificos
de estos, pretenden abarcar los equivalentes estructurales y funcionales de estos. El alcance de la presente invencion,
por lo tanto, no pretende limitarse a las modalidades ilustrativas que se muestran y describen en la presente
descripcion. En su lugar, el alcance se expresa por las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES
Un método para diferenciar los eventos de plaquetas del ruido en un citometro de flujo, que comprende:

hacer fluir una muestra que comprende plaquetas a través de una celda de flujo del citometro de flujo;
interrogar opticamente la muestra que fluye a través de la celda de flujo;

detectar sefiales Opticas de la muestra interrogada;

separar las sefales detectadas en sefales correspondientes a eventos de glébulos rojos (RBC) y eventos
mas pequenos que los eventos de RBC;

separar las sefales correspondientes a eventos mas pequefos que los eventos RBC en eventos de
plaquetas aparentes y ruido aparente;

convertir las sefiales correspondientes a eventos de plaquetas aparentes y ruido aparente en escala
logaritmica;

ajustar las sefiales convertidas mediante el uso del modelo de mezcla gaussiana para generar una
distribucion ajustada para los eventos de plaquetas aparentes y el ruido aparente; e

identificar los eventos de plaquetas aparentes como eventos de plaquetas cuando la ubicacién y el ancho
de la distribucién ajustada estan dentro del intervalo para los eventos de plaquetas.

El método de la reivindicacién 1, en donde el método comprende previo a la identificacion, comparar la
ubicacion y el ancho de la distribucion ajustada para los eventos de plaquetas aparentes con la ubicacion y el
ancho de la distribucién ajustada para el ruido aparente, en donde cuando las distribuciones son fuera del
intervalo aceptado, se ajusta un modelo de mezcla gaussiana con una mayor restriccion para el ruido.

El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde las sefiales comprenden una o mas de dispersion de angulo
intermedio (IAS), dispersion lateral polarizada (PSS) o pérdida de luz axial (ALL).

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las sefiales comprenden la dispersion de
angulo intermedio (IAS) y la dispersion lateral polarizada (PSS).

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la muestra es una muestra de sangre
total.

El método de la reivindicacion 5, en donde la muestra de sangre total es una muestra de sangre total sin lisar.

El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde interrogar dpticamente a las particulas
comprende excitar las células mediante el uso de un laser.

Un medio legible por ordenador no transitorio que almacena instrucciones que, cuando se ejecutan por un
dispositivo informatico, hacen al dispositivo informatico en combinacion con un citometro de flujo:

detectar sefiales Opticas de una muestra interrogada, en donde las sefiales 6pticas se generan al hacer fluir
la muestra a través de una celda de flujo del citometro de flujo y al interrogar dpticamente la muestra que
fluye;

separar las sefiales detectadas en sefales correspondientes a eventos de gldbulos rojos (RBC) y eventos
mas pequenos que los eventos de RBC;

separar las sefales correspondientes a eventos mas pequefos que los eventos RBC en eventos de
plaquetas aparentes y ruido aparente;

convertir sefiales correspondientes a eventos de plaquetas aparentes y ruido aparente en escala
logaritmica;

ajustar las sefiales convertidas mediante el uso del modelo de mezcla gaussiana para generar una
distribucion ajustada para los eventos de plaquetas aparentes y el ruido aparente; e

identificar los eventos de plaquetas aparentes como eventos de plaquetas cuando la ubicacién y el ancho
de la distribucion ajustada estén dentro del intervalo de eventos de plaquetas.

El medio legible por ordenador no transitorio de conformidad con la reivindicacion 8, en donde las instrucciones
comprenden instrucciones que hacen al dispositivo informatico:

previo a la identificacién, comparar la ubicacién y el ancho de la distribucion ajustada para los eventos de
plaquetas aparentes con la ubicacién y el ancho de la distribucién ajustada para el ruido aparente, en donde
cuando las distribuciones estan fuera del intervalo aceptado, ajustar un modelo de mezcla gaussiana con una
mayor restriccion por ruido.

El medio legible por ordenador no transitorio de cualquiera de las reivindicaciones 8-9, en donde las sefales
comprenden una o mas de la dispersion de angulo intermedio (IAS), la dispersion lateral polarizada (PSS) o la
pérdida de luz axial (ALL).

El medio legible por ordenador no transitorio de cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en donde las sefiales
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ES2919343 T3

comprenden la dispersién del angulo intermedio (IAS) y la dispersion lateral polarizada (PSS).

El medio legible por ordenador no transitorio de cualquiera de las reivindicaciones 8-11, en donde la muestra
es una muestra de sangre total.

El medio legible por ordenador no transitorio de conformidad con la reivindicacion 12, en donde la muestra es
una muestra de sangre no lisada.

Un citémetro de flujo, que comprende:
una celda de flujo;
un sistema de interrogacion de particulas 6pticas acoplado 6pticamente a la celda de flujo;

un dispositivo informatico; y
el medio legible por ordenador no transitorio de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13.
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