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DESCRIPCION

Citometria de flujo con analisis de datos para una dilucién optimizada de muestras de fluido para la investigacién de
la citometria de flujo

Campo

Esta descripcion se refiere a la citometria de flujo, incluyendo los sistemas y métodos para el anélisis de datos de los
resultados de la citometria de flujo.

Antecedentes

La citometria de flujo es una técnica analitica que se utiliza en un niUmero de aplicaciones para medir las propiedades
fisicas y/o quimicas de particulas biolégicas o no biolégicas a medida que fluyen en una muestra de fluido a través de
una zona de investigacién en una célula de investigacién, cominmente denominada célula de flujo. El flujo a través
de la célula de flujo puede investigarse en la zona de investigacién mediante una variedad de técnicas, que incluyen
someter el flujo a radiacién de excitaciéon que incluye, por ejemplo, sefiales eléctricas, aclsticas y/u épticas y medir y
analizar las respuestas para detectar y evaluar particulas en una muestra de fluido. Aunque el fluido de muestra puede
investigarse sometiendo el fluido de muestra a una variedad de estimulos, la exposicién de la muestra a la luz es una
técnica de estimulo comun. La luz dispersa o una emisién fluorescente que sale de la célula de flujo puede detectarse
y analizarse para proporcionar informacién sobre las caracteristicas de las particulas presentes en el fluido de muestra.
Las técnicas de estimulaciéon de luz y detecciéon de luz pueden adaptarse a la identificacién de caracteristicas
particulares indicativas de la presencia de tipos particulares de particulas. Por ejemplo, una técnica consiste en
manchar un fluido de muestra con uno o mas manchas (también denominados tintes) que se asocian con un
componente bioldgico particular de interés. Las manchas pueden tener una actividad fluorescente que proporciona
una emisién fluorescente alrededor de una longitud de onda particular, cuya deteccién proporciona una indicacién de
la presencia de ese componente biolégico.

Los dispositivos para realizar la citometria de flujo se denominan generalmente citdmetros de flujo. Los citémetros de
flujo a menudo se disefian para optimizar la deteccién de un tipo especifico de particula, por ejemplo, células
especificas, bacterias, virus o particulas similares a virus. Un problema que complica la robustez y durabilidad de los
citbmetros de flujo durante un periodo prolongado es que los citémetros de flujo tienden a ser instrumentos muy
sensibles que requieren un control muy preciso sobre una nimero de factores que afectan el rendimiento del
instrumento. Se pueden introducir errores en el analisis de los resultados de la citometria de flujo a partir de errores
relacionados con los instrumentos (tal como la alineacién de los elementos &pticos para un rendimiento 6ptimo),
errores relacionados con la quimica (por ejemplo, mezcla de colorantes, eficacia de unién de tintes y muestras, etc.)
y errores relacionados con el operador. A su vez, cualquiera de estas tres fuentes generales de errores puede inducir
ruido u otros errores que pueden degradar la exactitud y/o precisién de los resultados de la citometria de flujo para
una investigacién por citometria de flujo dada.

En relacién con los errores relacionados con los instrumentos, un citémetro de flujo puede experimentar una
degradacién en el rendimiento en relacién con la detecciéon de particulas en los fluidos de muestra que contienen
concentraciones de particulas muy bajas y concentraciones de particulas muy altas. Por ejemplo, en muestras de
fluidos con concentraciones de particulas muy bajas, las sefiales de particulas individuales son dificiles de distinguir
de las sefiales de fondo. A concentraciones de particulas muy altas, las particulas tienen una mayor tendencia a
agregarse y a atravesar la zona de investigacién como agregados en lugar de uno en uno. Como tal, un citdmetro de
flujo puede tener un intervalo dindmico con respecto a la concentracidén de particulas en un fluido de muestra en el
que el citbmetro de flujo proporciona una exactitud aceptable de identificacién y recuento de particulas. Sin embargo,
dicho intervalo dinamico puede ser particular para un instrumento dado y/o para la investigacién de una reserva de un
fluido de muestra particular para identificar particulas de un tipo particular y con atributos de particula particulares. En
este sentido, incluso en un citdmetro de flujo con caracteristicas de rendimiento conocidas del instrumento, el intervalo
dinamico para una investigacién dada para un tipo de particula particular en un medio de fluido particular puede no
conocerse con precisién antes de iniciar una investigacion. Estos problemas se agravan adn mas en las
investigaciones por citometria de flujo dirigidas a la cuantificaciéon de particulas muy pequefias, tal como las que se
encuentran en el intervalo del tamafio de las particulas de virus individuales (viriones), que pueden tener un tamafio
tan pequefio como de decenas de nanémetros. Distinguir las sefiales fluorescentes de las particulas en relacién con
las seflales de fondo se hace méas dificil con particulas mas pequefias, y la aplicabilidad de la deteccion por dispersion
de luz con fines de identificacién de particulas y de separacion resulta menos viable. Un ejemplo de citdmetro de flujo
disefiado para la deteccién y el recuento de particulas del tamafio de un virus mediante el uso de manchas
fluorescentes es el citometro de flujo Virus Counter® 3100 (Sartorius Stedim Biotech), que funciona con una velocidad
de flujo de muestra de fluido muy bajo a través de una zona de investigacion de células de flujo, y que incluye mediante
el uso de manchas fluorogénicas no especificas para la unién no especifica al contenido de proteinas o é&cidos
nucleicos 0 manchas de anticuerpos fluorescentes para unirse a un sitio de unidén especifico (epitopo).

Las soluciones propuestas anteriormente para abordar la degradacién potencial de la exactitud debida a muestras
fuera del intervalo dinamico de un instrumento y para abordar las diversas fuentes de error discutidas explicadas por
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citometria de flujo de multiples réplicas de muestras en cada una de una pluralidad de diluciones diferentes, en un
amplio intervalo de diluciones, de una reserva de fluido de muestra que se va a investigar. Esta técnica ha sido
particularmente aplicable en las evaluaciones de citometria de flujo para cuantificar las particulas en un intervalo de
tamafios de particulas de virus. Es importante realizar multiples réplicas de muestras en cada dilucién para evaluar la
consistencia dentro de la muestra en cada nivel de dilucién. El muestreo en multiples diluciones diferentes es
importante para abarcar un intervalo de concentraciéon de particulas que probablemente esté dentro del intervalo
dinamico del instrumento de citometria de flujo para la investigacion. A su vez, los resultados de la citometria de flujo
de las mdltiples réplicas de muestras en el amplio intervalo de factores de dilucién para una reserva de muestra dada
dan como resultado un gran nimero de investigaciones por citometria de flujo que deben realizarse. Ademas, en este
enfoque se produce un conjunto de datos correspondientemente grande. Se pueden aplicar enfoques estadisticos a
estos datos para proporcionar resultados relacionados con la reserva de fluido de muestra, tal como para determinar
la concentracién de las particulas en la reserva de fluido de muestra. Dichos enfoques estadisticos para grandes
conjuntos de datos pueden requerir una mayor capacidad y/o tiempo de procesamiento. Por ejemplo, se pueden
preparartres réplicas de muestras de fluido en factores de dilucién de 10, 100, 1000 y 10.000 en relacién con la reserva
de fluido de muestra que se esté investigando, lo que da lugar a la preparacion y citometria de flujo de 12 muestras
de fluido, y el posterior anélisis de datos y almacenamiento informético de los resultados de la citometria de flujo para
todas las muestras de fluido para garantizar una evaluacién razonable para una Unica reserva de fluido de muestra.
Como puede apreciarse, dicho procesamiento requiere un tiempo y coste significativos. Ademas, dicho proceso
requiere a menudo que haya cantidades relativamente grandes de reserva de fluido de muestra disponibles para
permitir la preparacién de las multiples réplicas de muestras en una amplio intervalo de factores de dilucién. Ademas,
este enfoque también introduce la oportunidad de aumentar los errores, ya que las condiciones pueden ser variables
a lo largo de las muchas investigaciones por citometria de flujo requeridas. A su vez, la precisién y/o exactitud de los
resultados pueden verse afectadas negativamente. Ademas, dicho andlisis de datos se ha realizado en gran medida
en entornos de procesamiento separados del instrumento de la citometria de flujo, de modo que no se aplique ninguna
aplicacion estandarizada o consistente de técnicas de procesamiento de datos a dichos resultados. Més bien, cada
operador individual de un citometro de flujo puede procesar los datos de forma Unica, lo que presenta ademas una
oportunidad para la introduccién de errores relacionados con el operador en el procesamiento.

El documento US 2006/0195268 A1 describe un método particular para determinar el titulo de los agentes biolégicos
que interacttan con las células objetivo vivas, que incluye: la incubacién de un agente biolégico a una concentracién
inicial desconocida con células objetivo a una concentracion constante; medicién en diversos momentos sucesivos de
la intensidad de una sefial del agente bioldgico y las células objetivo; y determinacién de la concentracién inicial del
agente biolégico con la ayuda de una curva estandar preestablecida para un agente biolégico estandar.

El documento US 2008/0100840 A1 describe un método particular para analizar particulas en un fluido de muestra,
que incluye: disponer un fluido de muestra para formar una corriente de fluido de muestra de profundidad y anchura
controladas; adquirir una secuencia de imagenes fijas ampliadas de la corriente de fluido de muestra tomadas
perpendicularmente a: la direccién del flujo y a la anchura de dicha corriente de fluido de muestra; y detectar y contar
imagenes de particulas de la corriente de fluido de muestra. La deteccién incluye ajustar los niveles de iluminacién de
la corriente de fluido de muestra para minimizar el nivel de ruido; medir un nivel real de iluminacién utilizado para
obtener una imagen en particular; restar una imagen de fondo de las imagenes de la corriente de fluido de muestra y
formar imagenes de particulas con el fondo corregido; y establecer un umbral para las imagenes con el fondo
corregido.

El documento WO 2016/048872 A1 describe un método particular para preparar una poblacién de células dendriticas
inmunopotentes que se activan in vitro con un antigeno especifico del tumor derivado de un paciente, y en el que la
inmunopotencia de las células dendriticas preparadas se mide mediante una cantidad de biomarcador producido por
las células dendriticas. El biomarcador se mide mediante un inmunoensayo, por ejemplo, mediante Western blot,
ELISA o citometria de flujo.

Resumen

El problema técnico subyacente se resuelve mediante el objeto de las reivindicaciones independientes. Las
realizaciones adicionales se definen en las reivindicaciones dependientes.

En vista de lo anterior, la presente descripcidn se refiere generalmente a métodos de citometria de flujo y sistemas de
citometria de flujo que proporcionan un analisis de datos de los resultados de la citometria de flujo para proporcionar
una precisién y/o exactitud mejoradas de una investigacion de una reserva de fluido de muestra objetivo mediante un
citbmetro de flujo. Especificamente, la presente descripcidn generalmente se refiere a métodos de citometria de flujo
y sistemas de citometria de flujo que son capaces de determinar de manera eficiente un intervalo del factor de dilucién
optimizado para la investigacidn por citometria de flujo de una reserva de fluido de muestra objetivo. A su vez, el titulo
de la reserva de fluido de una muestra objetivo puede realizarse mediante la investigacion de muestras de fluido
objetivo optimizadas en el intervalo del factor de dilucién optimizado. Los enfoques descritos en la presente memoria
pueden facilitar una reduccién del error con respecto a los errores relacionados con los instrumentos, los errores
relacionados con la quimica y los errores relacionados con el operador en la investigacién de la citometria de flujo. En
consecuencia, se puede facilitar una investigacién por citometria de flujo més exacta y precisa, mejorando asi la
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funcionalidad de un sistema de citometria de flujo que emplea los enfoques de anélisis de datos descritos en la
presente memoria.

En general, la presente descripcion incluye un sistema de citometria de flujo que incluye un médulo de ensayo de
deteccién y un médulo de ensayo de titulo. EI médulo de ensayo de deteccién funciona para determinar un intervalo
del factor de dilucién optimizado en el que un citémetro de flujo del sistema de citometria de flujo es mas preciso
basandose en un analisis de los resultados de la citometria de flujo a partir de una pluralidad de muestras de fluido
objetivo de deteccién. EI médulo de anélisis de deteccién puede proporcionar asistencia (por ejemplo, asistencia
automatizada) en relacién con el procesamiento de datos para determinar el intervalo del factor de dilucién optimizado,
por ejemplo, proporcionando capacidades de orientacién al operador y/o de confirmacién de datos en relacién con el
procesamiento de los resultados de la citometria de flujo para la determinacién del intervalo del factor de dilucién
optimizado. Como se usa en la presente memoria, el intervalo del factor de dilucién optimizado es uno o0 mas factores
de dilucién de la muestra dentro de un limite superior y un limite inferior del factor de dilucién. El intervalo del factor
de dilucién es inclusivo del limite superior e inferior, e incluye situaciones en las que el limite superior y el limite inferior
son los mismos, es decir, cuando un intervalo del factor de dilucién optimizado de la muestra se identifica como un
valor de factor de dilucién Unico.

A su vez, el médulo de ensayo de titulos puede determinar los resultados de titulo de las particulas (por ejemplo, la
concentracién de particulas en una reserva de fluido de muestra que se estd investigando) basandose en los
resultados de la citometria de flujo de una pluralidad de muestras de fluido objetivo optimizadas que se diluyen dentro
del intervalo del factor de dilucién optimizado. El médulo de ensayo de titulos también puede proporcionar asistencia
(por ejemplo, asistencia automatizada) en relacién con el procesamiento de muestras de fluido objetivo optimizadas
en el intervalo del factor de dilucién optimizado para determinar los resultados de titulo de las particulas para una
reserva de muestras objetivo. Una vez mas, la asistencia proporcionada por el médulo de ensayo de titulos puede
incluir capacidades de orientacién al operador y/o confirmacién de datos.

Tal como se utilizan en la presente memoria, ciertos procesos relacionados con el funcionamiento del médulo de
ensayo de deteccién y/o el mddulo de ensayo de titulos proporcionan la confirmacién de que los parametros
pertenecen a valores aceptables para un parametro dado. Ademés, en los casos en los que un parametro dado no se
considera un valor aceptable, se puede presentar una notificacién de datos a un usuario. Como se apreciara en la
explicacién que sigue, dichas notificaciones pueden proporcionar una advertencia a un usuario para permitir a un
usuario confirmar los célculos o determinaciones en funcién de un parametro dado que proporciona la fuente de la
notificacién. En ciertas realizaciones, dicha notificacién puede impedir el funcionamiento posterior de un mddulo hasta
que y a menos que se aborde un pardmetro o condicibn que genere la notificacién. En este sentido, dichas
notificaciones de datos pueden proporcionar ciertas confirmaciones o comprobaciones en relacién con los parametros
o condiciones relacionados con el funcionamiento del médulo de ensayo de deteccidn y/o del médulo de ensayo de
titulos. Cualquier confirmacién o comprobaciéon de los datos descritos en la presente memoria pretende estar
relacionada con el funcionamiento especifico del médulo de ensayo de deteccién y/o el médulo de ensayo de titulos y
no refleja las confirmaciones o comprobaciones de la exactitud de los resultados de la citometria de flujo subyacentes
utilizados en el procesamiento del médulo de ensayo de deteccién y/o el mdédulo de ensayo de titulos. Es decir, al
proporcionar una confirmacién instrumental de la aceptabilidad de un pardmetro o condicién, incluso si estan
relacionada con los resultados de la citometria de flujo seleccionados por un usuario para su uso en la determinacién
de un intervalo del factor de dilucién optimizado, las realizaciones presentadas en la presente memoria no pretenden
proporcionar ninguna evaluacidn cualitativa de la exactitud absoluta de los resultados de la citometria de flujo utilizados
en relacidén con el médulo de ensayo de deteccién y/o el médulo de ensayo de titulos.

El enfoque anterior para determinar un intervalo del factor de dilucién optimizado con la investigacion por citometria
de flujo de una pluralidad de muestras de fluido objetivo optimizadas que se diluyen dentro del intervalo del factor de
dilucién optimizado puede proporcionar una nimero de ventajas técnicas especificas en relacién con el funcionamiento
de un sistema de citometria de flujo. En particular, la determinacién del intervalo del factor de dilucién optimizado tal
como se ha descrito anteriormente facilita un sistema y un proceso resultante més eficaces de varias maneras.
Inicialmente, se puede proporcionar un médulo de ensayo de deteccion que pueda acceder a los resultados de la
citometria de flujo para una pluralidad de muestras de fluido objetivo de deteccidén. Las muestras de fluido objetivo de
deteccién pueden incluir una serie de diluciones de una reserva de muestras de deteccién que se diluye en una
pluralidad de factores de dilucién. En al menos una realizaciéon de la presente descripcion, el médulo de ensayo de
deteccién puede proporcionar un nimero limitado de muestras de fluido objetivo de deteccién (por ejemplo, una sola
muestra en cada factor de dilucién) para su anélisis por parte del médulo de ensayo de deteccién. A su vez, puede ser
necesario someter a una investigacién por citometria de flujo menos muestras de fluido objetivo de deteccidn (por
ejemplo, en relacién con los enfoques propuestos anteriormente que utilizan multiples réplicas de muestras en cada
uno de los multiples factores de dilucién) para determinar el intervalo del factor de dilucién optimizado para su
funcionamiento dentro de un intervalo dindmico para un instrumento de citometria de flujo dado y una reserva de
muestras objetivo dada para ser analizados por el citémetro de flujo. Un conjunto de multiples réplicas de muestras de
fluido preparadas dentro del intervalo de dilucién optimizado identificado puede someterse después a citometria de
flujo y analizarse los resultados para proporcionar los resultados del titulo de particulas para una reserva de muestra
objetivo con un grado de confianza razonable, ya que se han realizado en una parte de alto rendimiento del intervalo
dinamico para la situacién particular del instrumento y la muestra.
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Esto puede proporcionar una serie de ventajas con respecto a los instrumentos y métodos de citometria de flujo
anteriores. Inicialmente, dado que pueden requerirse menos réplicas de muestra en cada factor de dilucién, puede
reducirse el volumen total de la reserva de fluido de muestra de deteccién necesario para determinar el intervalo del
factor de dilucién. Esto puede ser particularmente ventajoso en contextos con un suministro limitado de reserva de
fluido de muestra de deteccidén que, de otro modo, podria impedir la realizacién del analisis de un gran nimero de
réplicas en cada factor de dilucién. Ademas, la posibilidad de errores relacionados con el operador puede reducirse a
medida que se reduce la participacién total del operador en la preparacién y ejecucién del deteccién de las muestras
de fluido objetivo.

Ademas, el tiempo requerido para realizar la investigacion por citometria de flujo en el nimero reducido de muestras
de fluido objetivo de deteccién puede reducirse en consecuencia. Esto no solo proporciona eficiencias en relacién con
el tiempo requerido para realizar el andlisis, sino que también permite un analisis mas compacto que reduce el
potencial de introduccién de errores al realizar una investigacién por citometria de flujo de cada una de las muestras
de fluido. Puede entenderse que el proceso de citometria de flujo puede estar sujeto a variables dependientes del
tiempo que introducen errores en la investigacién por citometria de flujo, de modo que la cantidad de error o variabilidad
en el proceso aumenta con el tiempo. Como tal, proporcionar un analisis temporalmente més compacto puede reducir
dicho error o variabilidad dependiente del tiempo.

Ademas, el nimero reducido de muestras de fluido objetivo de deteccién requeridas para determinar el intervalo del
factor de diluciéon optimizado también puede reducir los recursos computacionales requeridos para proporcionar
resultados de la citometria de flujo. Como puede apreciarse, la realizacién del analisis de datos para un gran nimero
de investigaciones por citometria de flujo puede requerir recursos de procesamiento y/o recursos de memoria
sustanciales de un entorno computacional en el que se realiza el analisis. Al limitar el nUmero de muestras de fluido
objetivo de deteccién utilizadas, se puede lograr una reduccién correspondiente en los recursos computacionales.
Ademas, dado que los médulos descritos en la presente memoria pueden acceder directamente a los resultados de la
citometria de flujo almacenados en la memoria, la eficiencia del procesamiento de los resultados mas limitados puede
aumentarse alin mas, proporcionando asi un entorno de procesamiento computacional global mas eficiente en el que
se hace funcionar el citbmetro de flujo.

Ademas, incluso cuando se consideran las muestras de fluido objetivo optimizadas, se puede realizar una evaluacion
de citometria de flujo completa con una confianza de exactitud aceptable para una reserva de muestras objetivo con
un numero total reducido de muestras de fluido objetivo. Esto puede incluir una reduccién en el procesamiento del
analisis de datos y el almacenamiento informatico consumidos, lo que también puede proporcionar una reduccién
correspondiente del consumo de energia eléctrica para el funcionamiento del instrumento y el anélisis de datos. Por
ejemplo, en el ejemplo de la técnica anterior mencionado en la seccién de Antecedentes anterior, utilizando tres
réplicas de muestras de fluido objetivo preparadas con cada factor de dilucién de 10, 100, 1000 y 10.000, se preparan
y procesan un total de 12 muestras de fluido objetivo para una evaluacién completa de una reserva de fluido de muestra
objetivo. Sin embargo, con la implementacién de una técnica de esta descripcién, se puede obtener una evaluacién
de una confianza comparable en términos de exactitud del resultado para la reserva de muestras objetivo procesando
un numero significativamente menor de muestras de fluido objetivo. Por ejemplo, la eficiencia puede lograrse
preparando y procesando una muestra de fluido objetivo de deteccién en cada uno de los factores de dilucién indicados
para obtener un intervalo del factor de dilucién optimizado con el funcionamiento del mddulo de ensayo de deteccién.
A su vez, se pueden preparar y someter a investigacién un total de cuatro muestras de fluido objetivo de deteccion,
seguidas de la preparaciéon y el procesamiento de tres muestras de fluido objetivo optimizadas en un solo factor de
dilucién dentro del intervalo del factor de diluciéon optimizado para obtener resultados del titulo de las particulas con el
funcionamiento del médulo de ensayo de titulos. Como consecuencia, en este ejemplo de la presente descripcién se
realiza una evaluacién comparable de la reserva de muestras objetivo con la preparacidon y el procesamiento de solo
siete muestras de fluido objetivo (cuatro muestras de fluido objetivo de deteccién més tres muestras de fluido objetivo
optimizadas) en lugar de 12 muestras de fluido objetivo para el ejemplo de la técnica anterior correspondiente. Ademas,
COmo consecuencia, se consume menos reserva de muestra objetivo, se requiere menos tiempo para preparar las
muestras de fluido objetivo y someter esas muestras de fluido objetivo a citometria de flujo, se consume menos
capacidad de productividad del citémetro de flujo, se usa menos capacidad de procesamiento informatico para el
analisis de datos, se usa menos almacenamiento informético para almacenar un nimero menor de resultados de la
citometria de flujo y se consume menos energia para el funcionamiento del citémetro de flujo y para el procesamiento
de datos. Ademés, la capacidad de productividad del instrumento de citometria de flujo aumenta para el nimero de
reservas de muestras objetivo que pueden evaluarse mediante el instrumento de citometria de flujo y se consume
menos desgaste del instrumento por cada dicha evaluacién de una reserva de muestras objetivo.

Los métodos de citometria de flujo y los sistemas de citometria de flujo de la presente descripcién pueden emplearse
de manera beneficiosa para la cuantificacién de particulas objetivo de cualquier tipo particular mediante la evaluacién
de citometria de flujo. Dichas particulas objetivo pueden ser células, que pueden tener, por ejemplo, un tamafio de
varias a decenas de micras, u otras particulas de material biol6gico de tamafio similar. Sin embargo, en algunas
implementaciones preferidas, los métodos y sistemas son particularmente beneficiosos para la cuantificacién de
particulas objetivo que son muy pequefias y, en particular, que son del tamafio de un virus. Dichas particulas objetivo
del tamafio de un virus pueden, en algunas implementaciones, tener un tamafio de particula igual o inferior a 2 micras,
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1 micra, 600 nanémetros, 300 nanémetros o un tamafio de particula maximo incluso menor. Dichas particulas objetivo
del tamafio de un virus pueden, en algunas implementaciones, tener un tamafio de particula de al menos 10
nanémetros, 20 nanémetros, 30 nanémetros o un tamafio de particula minimo incluso mayor. El tamafio de particula
identificado anteriormente se refiere a una dimensién transversal maxima de las particulas. Dichas particulas objetivo
del tamafio de un virus pueden ser, por ejemplo, viriones (particulas de virus libres que no forman parte de una unidad
mayor, tal como una célula infectada), particulas similares a virus, exosomas o microvesiculas. Los viriones o
particulas similares a virus pueden ser de tipo envuelto o no envuelto. Dichos viriones o particulas similares a virus
pueden ser o tener atributos de virus de cualquier familia de virus. Algunos ejemplos de virus son el virus de la gripe,
el baculovirus, el adenovirus, el virus adenoasociado, el enterovirus, el lentivirus, el virus diminuto de ratones, el
rotavirus, el parvovirus y el virus de la leucemia felina.

Las referencias a particulas en la presente memoria se refieren generalmente a dichas particulas en un estado no
asociado, es decir, que no forman parte de una unidad de particulas sustancialmente mayor. Por particula del tamafio
de un virus y no asociada se entiende que la particula no forma parte de una estructura de particulas mayor que es
mayor que el tamafio de un virus, por ejemplo, la particula no asociada no esta dentro de una célula huésped o unida
a una microesfera o perla de inmunoensayo o es parte de un aglomerado que es mayor que el tamafio del virus. Se
apreciara que las particulas objetivo que estan etiquetadas con una mancha fluorescente para la deteccién por
citometria de flujo mediante la respuesta de emision fluorescente pueden ser algo méas grandes que la particula
objetivo no etiquetada debido a la masa afiadida de la etiqueta fluorescente. Sin embargo, las referencias en la
presente memoria al tamafio de las particulas y, en particular, las referencias a particulas del tamafio de un virus
pueden hacer referencia al tamafio de las particulas objetivo no asociadas antes de la tinciéon y/o a las particulas
objetivo manchadas, incluyendo la masa afiadida de una mancha fluorescente que se adhiere a las particulas objetivo.
Cuando las moléculas colorantes fluorogénicas que se adhieren a una particula del tamafio de un virus (por ejemplo,
un virién, un exosoma, una particula similar a un virus o una microvesicula) proporcionan una mancha fluorescente,
el tamafio afiadido de las moléculas de tinte adheridas generalmente no aumenta apreciablemente la magnitud del
tamafio de la particula manchada no asociada resultante, de modo que la particula manchada no asociada también
es del tamafio de un virus, aunque sea ligeramente mayor que la particula no manchada. De manera similar, para una
mancha de anticuerpos fluorescentes, la particula manchada ser4d mas grande que la particula no manchada, pero
seguira teniendo el tamafio de un virus. Algunos ejemplos tipicos de manchas de anticuerpos fluorescentes pueden
tener un tamafio del orden de aproximadamente 7 nandmetros y, por lo tanto, pueden afiadir del orden de
aproximadamente 14 nandmetros al tamafio relativo a la particula no manchada cuando la mancha de anticuerpo
fluorescente se une directamente a la particula objetivo. El aumento del tamafio de la particula con la tincién puede
ser algo mayor para la unién indirecta de una mancha de anticuerpo fluorescente, en la que un anticuerpo primario se
une a la particula objetivo y un anticuerpo secundario con fluoréforo se une al anticuerpo primario para proporcionar
un etiqueta fluorescente en una particula.

Se presentan diversos aspectos y realizaciones de implementaciones de ejemplo en la siguiente descripcién,
incluyendo las reivindicaciones, y en los dibujos.

Breve descripcion de los dibujos
Las Figuras 1A-1B son vistas en perspectiva y laterales de una realizacién de un instrumento de citémetro de flujo.

Las Figuras 2A-2D son una vista en perspectiva, superior y desde un extremo de una realizacién de un montaje interno
de citémetro de flujo que puede incluirse dentro del instrumento de citometro de flujo de las Figuras 1A-1B.

La Figura 3 es una vista esquemética de una realizacién de un sistema de citometria de flujo que incluye un médulo
de ensayo de deteccién y un médulo de ensayo de titulos.

Las Figuras 4-8 son representaciones que ilustran los resultados de la citometria de flujo presentados para su anélisis
para determinar un intervalo dinamico de un instrumento para procesar una reserva de fluido de muestra objetivo y
para determinar un intervalo del factor de dilucién optimizado para el mismo.

La Figura 9 es una realizacién de una pantalla de una interfaz grafica de usuario que proporciona un listado de
resultados correspondiente a los resultados de la citometria de flujo.

La Figura 10 es una realizacién de una pantalla de una interfaz gréfica de usuario para su uso en la seleccién de
resultados de la citometria de flujo para el procesamiento de datos.

La Figura 11 es una realizacién de una pantalla de una interfaz grafica de usuario para el control y la interaccién de
un médulo de ensayo de deteccién para determinar un intervalo del factor de dilucién optimizado.

La Figura 12 es una realizacién de la pantalla de la Figura 11 en la que se ha determinado una determinacién del
intervalo del factor de dilucidén optimizado y se muestra a un usuario.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2992 682 T3

La Figura 13 es una realizacién de la pantalla de la Figura 11 en la que se ha determinado y se muestra a un usuario
una determinacién del intervalo del factor de dilucién optimizado, y en la que esta presente una indicacién de
notificacién de datos.

La Figura 14 es una realizacién de una pantalla que muestra un listado detallado de notificaciones de datos en relacion
con la indicacién de notificacién de datos presentada en la figura 13.

La Figura 15 es una realizacién de una pantalla de una interfaz grafica de usuario para el control y la interaccién de
un médulo de ensayo de titulos para determinar los resultados de titulos de particulas para muestras de fluido objetivo
optimizadas en el intervalo del factor de dilucién optimizado.

La Figura 16 es una realizacién de la pantalla de la Figura 15 en la que se han determinado los resultados de titulos
de particulas y esta presente una indicacién de notificacién de datos.

La Figura 17 es una representacién que ilustra una relacién de un limite de calificaciéon de la muestra con respecto a
los resultados de la citometria de flujo.

Descripcion detallada

Aunque la invencion es susceptible de diversas modificaciones y formas alternativas, se han mostrado realizaciones
especificas de la misma a modo de ejemplo en los dibujos y se describen en detalle en la presente memoria. Sin
embargo, debe entenderse que no se pretende limitar la invencién a la forma particular descrita, sino que, por el
contrario, la invencién debe cubrir todas las modificaciones, equivalentes y alternativas que se encuentren dentro del
alcance de la invencién como se define por las reivindicaciones.

Como se usa en la presente memoria, una reserva de muestra, o una reserva de fluido de muestra, se refiere a un
lote de material con un medio de fluido y que es objeto de investigacidn mediante la investigacion por citometria de
flujo para la presencia de particulas con atributos o propiedades particulares de las particulas, y dichas particulas que
son objeto de investigacién reciben el nhombre en la presente memoria de particulas objetivo. Dicha reserva de
muestras puede ser, por ejemplo, un lote de muestras recolectado de un proceso biolégico o que resulta del
procesamiento adicional de dicho lote de muestras recolectado, por ejemplo, el procesamiento de purificacién. Se
preparan miultiples muestras de fluido para el procesamiento por citometria de flujo utilizando porciones de dicha
reserva de muestras, por ejemplo, para preparar muestras de fluido a diferentes diluciones o para preparar multiples
réplicas de muestras de fluido al mismo nivel de dilucién. La reserva de muestras objetivo se refiere a una reserva de
muestras de este tipo que es un objeto final de cuantificacién para las particulas objetivo y que se usa para preparar
un conjunto objetivo optimizado con multiples muestras de fluido objetivo optimizadas, cada una diluida dentro de un
intervalo del factor de dilucién de muestra optimizado. La reserva de muestras de deteccién se refiere a la reserva de
muestras que se utiliza para preparar un conjunto objetivo de deteccién con multiples muestras de fluido objetivo de
deteccién utilizadas para determinar el intervalo del factor de dilucién optimizado mediante la ejecucién del médulo de
ensayo de deteccién. En las implementaciones preferidas, la reserva de muestras objetivo y la reserva de muestras
objetivo de deteccién son la misma reserva de muestras, que se usa tanto para preparar muestras de fluido objetivo
de deteccidn, para procesarlas a fin de determinar el intervalo de factores de dilucién optimizado con la ejecucién del
mébdulo de ensayo de deteccidn, como para preparar muestras de fluido objetivo optimizadas para su procesamiento
para determinar los resultados de titulo de particulas con la ejecuciéon del médulo de ensayo de titulos. Sin embargo,
en algunas implementaciones alternativas, la reserva de muestras de deteccién puede ser una reserva de muestra
diferente a la reserva de muestra objetivo, aunque en dichas implementaciones, la reserva de muestras de deteccién
y la reserva de muestras objetivo deben obtenerse preferiblemente en condiciones en las que se espere que la reserva
de muestra de deteccién y la reserva de muestra objetivo tengan caracteristicas de composicién generalmente
equivalentes, incluyendo en relacién con el contenido de particulas objetivo, de modo que una determinacién de un
intervalo del factor de dilucién optimizado utilizando la reserva de muestras de deteccién se traduzca razonablemente
para la evaluacién por citometria de flujo de muestras de fluido optimizadas preparadas utilizando la reserva de
muestras objetivo. Por ejemplo, una reserva de muestra objetivo puede ser o prepararse a partir de un lote de muestra
recolectado de material recolectado de un proceso de fabricacidén bioldgica en un dia y la reserva de muestra de
deteccién puede prepararse a partir de un lote de muestra recolectado de manera equivalente de material recolectado
del mismo proceso de fabricacién bioldgica en condiciones similares en un momento diferente, tal como a una hora
diferente el mismo dia o en un estado operativo equivalente. Sin embargo, como se ha indicado, en las
implementaciones preferidas, la reserva de muestra objetivo y la reserva de muestra objetivo de deteccidén son la
misma reserva de muestra (por ejemplo, un Unico lote de muestras recolectado).

Los atributos particulares de particulas de las particulas objetivo pueden incluir una cualquiera o mas de una de las
propiedades de una particula objetivo, por ejemplo, relacionadas con el tamafio, la composicién, la morfologia o las
propiedades de conformaciéon. En algunas implementaciones preferidas, un atributo particular de una particula objetivo
puede incluir una o mas caracteristicas bioldgicas particulares de interés que son susceptibles de identificacion
mediante el uso de una o més manchas fluorescentes. Dicha caracteristica biolégica puede incluir el contenido de
proteinas y/o el contenido de acidos nucleicos (por ejemplo, la presencia de material genémico) que generalmente es
susceptible a la tincién no especifica por tinciones fluorogénicas no especificas. Dicha caracteristica bioldgica puede
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incluir la presencia de un epitopo particular que puede identificarse mediante una actividad de unién antigénica
especifica, tal como la unién especifica mediante una tincién de anticuerpo a una caracteristica de particula de interés,
para su identificacién mediante el uso de tinciones de anticuerpos fluorescentes. Las implementaciones pueden utilizar
una Unica tincién fluorescente que identifique la presencia o ausencia de una sola caracteristica de particula o pueden
utilizarse multiples tinciones fluorescentes que identifiquen mdltiples caracteristicas de particulas. El uso de multiples
tinciones fluorescentes puede incluir la evaluacion por citometria de flujo para identificar particulas objetivo con
multiples atributos de particula mediante la identificaciéon de respuestas fluorescentes coincidentes de dos o més de
dos de dichas tinciones fluorescentes, o la presencia de un factor y la ausencia de otro factor mediante la identificacién
de una respuesta fluorescente de una mancha fluorescente que no coincide con una respuesta fluorescente de una
segunda tincién fluorescente. Un ejemplo de una aplicacién de este tipo incluye el uso de una mancha fluorogénica
no especifica para identificar la presencia generalmente de contenido de proteinas junto con otra mancha fluorogénica
no especifica para identificar la presencia generalmente de contenido de acidos nucleicos. La identificacién de casos
coincidentes de respuestas fluorescentes de las dos manchas no especificas durante la citometria de flujo puede
indicar la presencia de una particula objetivo que incluye tanto el contenido de proteinas como el contenido de &cidos
nucleicos, tal como puede ser el caso, por ejemplo, de un viribn completo e intacto que incluye proteina de la envoltura
o la capside y el material gendmico. Otro ejemplo de una aplicacién de este tipo incluye el uso de una mancha de
anticuerpos fluorescentes especifica para el epitopo junto con una mancha fluorogénica no especifica para el
contenido de &cidos nucleicos. La mancha de anticuerpos fluorescentes puede ser especifica para unirse con un
epitopo en una envoltura viral, una capside viral, un exosoma o una microvesicula, y la identificacién de casos
coincidentes de respuestas fluorescentes de dicha mancha de anticuerpos fluorescentes y una mancha de acido
nucleico no especifica durante la citometria de flujo puede indicar la presencia de una particula objetivo que incluye el
epitopo y el material del genoma, tal como en el caso de un viribn completo e intacto de tipo viral (por ejemplo, virus
especifico) representado por la presencia de dicho epitopo, mientras que la identificacién de una respuesta
fluorescente de una mancha fluorescente que no coincide con otra respuesta fluorescente de otra mancha fluorescente
puede indicar la presencia de una particula que tiene positivamente una caracteristica de particula y que no tiene la
otra caracteristica de particula correspondiente a las diferentes manchas fluorescentes (por ejemplo, una particula
similar a un virus que tiene un epitopo viral y sin genoma). La informacién adicional sobre la tincién fluorescente y la
deteccién de manchas con citometria de flujo que puede utilizarse con la presente descripcién se describe en
la patente de los EE.UU. n.° US 10.161.850 B2; US 10.031.061 B2; US 9.546.936 B2; US 9.903.803 B2, y en la
solicitud de patente provisional de los EE.UU. n. 62/713.377. A diferencia de las muestras de fluido objetivo (por
ejemplo, el deteccidon de muestras de fluido objetivo y muestras de fluido objetivo optimizadas) que son objeto de
investigacion para las particulas objetivo, las muestras de fluido de control en blanco (por ejemplo, el deteccién de
muestras de fluido de control en blanco y muestras de fluido de control en blanco optimizadas) son muestras de fluido
preparadas intencionalmente para estar en ausencia de las particulas objetivo. Las muestras de fluido de control en
blanco pueden proporcionarse para la evaluacion por citometria de flujo para generar resultados de la citometria de
flujo de control en blanco con recuentos de particulas de fondo que pueden utilizarse para corregir los resultados de
la citometria de flujo de la evaluacidn por citometria de flujo de muestras de fluido objetivo que se estan investigando
para la presencia de particulas objetivo (por ejemplo, cribando muestras de fluido objetivo 0 muestras de fluido objetivo
optimizadas). Por estar en ausencia de las particulas objetivo se entiende que la muestra de fluido esta practicamente
exenta de las particulas objetivo para todos los fines précticos en relacién con la cuantificacién por citometria de flujo,
y no que una muestra objetivo en blanco de este tipo pueda incluir incluso una sola particula objetivo de este tipo,
aunque eso seria generalmente preferido. Preferiblemente, las muestras de fluido de control en blanco se
corresponden estrechamente en composicién con las muestras de fluido objetivo correspondientes, aparte de no incluir
ninguna o ninguna cantidad significativa de las particulas objetivo. En algunas implementaciones més preferidas, las
muestras de fluido de control en blanco se preparan utilizando una matriz de fluido de muestra en blanco de la reserva
de muestras correspondiente para lo cual las muestras de fluido de control en blanco se utilizaran con fines de
correccién. Por matriz de fluido se entiende la composicién basica del medio fluido de una reserva de muestra, que
junto con los liquidos reactivos afiadidos forman el medio liquido de las muestras de fluido objetivo preparadas a partir
de la reserva de muestras. Dichos liquidos reactivos afiadidos pueden incluir, por ejemplo, un tampén de dilucién de
muestras usado para preparar muestras de fluido diluido en relacién con la reserva de muestras, asi como liquidos
que pueden afadirse en relacién con la tincion fluorescente de las muestras de fluido objetivo. Cada una de estas
muestras de fluido de control en blanco debe hacerse preferiblemente con la misma mancha o manchas fluorescentes
que las utilizadas en una muestra de fluido objetivo correspondiente y a las mismas concentraciones. Preferiblemente,
se prepara al menos una, y mas preferiblemente solo una, de dichas muestras de fluido de deteccién de control en
blanco hechas con la matriz de fluido correspondiente para cada muestra de fluido objetivo de deteccién de un conjunto
objetivo de deteccidn. Preferiblemente, se prepara al menos una, y més preferiblemente solo una, muestra de fluido
de control en blanco optimizada hecha con la matriz de fluido correspondiente para cada muestra de fluido objetivo
optimizada de un conjunto objetivo optimizado.

Cuando la matriz de fluido de una reserva de muestras no estéd disponible para preparar una muestra de fluido de
control en blanco correspondiente, entonces se puede utilizar una formulacién liquida aproximada para preparar una
muestra de fluido de control en blanco correspondiente. Por ejemplo, se puede preparar una muestra de fluido de
control en blanco utilizando uno 0 mas de los liquidos reactivos utilizados para preparar las muestras de fluido objetivo
(por ejemplo, una mezcla de una solucién tamponadora utilizada para la dilucién de la reserva de muestra y los liquidos
afladidos en relacién con la tincién de la muestra). En dicho caso, una composicién Unica de muestra de fluido de
control en blanco hecha utilizando dicha formulacién liquida reactiva y que contiene una mancha o manchas
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fluorescentes en las mismas concentraciones que las muestras de fluido objetivo de deteccidén, puede utilizarse como
una muestra de fluido de control en blanco de deteccién correspondiente 0 una muestra de fluido de control en blanco
optimizada correspondiente para un conjunto de control de deteccién o un conjunto de control optimizado, segun sea
el caso.

Se puede utilizar un citdmetro de flujo para realizar una investigacién por citometria de flujo de una muestra de fluido.
La muestra de fluido puede incluir particulas objetivo con atributos de particula particulares. La investigacién por
citometria de flujo de la muestra de fluido puede proporcionar un resultado de citometria de flujo para la muestra de
fluido. El resultado de la citometria de flujo puede incluir una indicacién de cuantificacién de las particulas para la
muestra de fluido. En un ejemplo, la indicaciéon de cuantificacidén puede expresarse como una concentracién de
particulas, o particulas por unidad de volumen (por ejemplo, particulas/ml). En otro ejemplo, la indicacién de
cuantificacion puede expresarse como un recuento de particulas (nimero de particulas) en un volumen estandar de
muestra de fluido, a partir del cual se puede determinar la concentracién de particulas. La muestra de fluido puede
exponerse a una mancha o tinte que proporciona radiacién de respuesta cuando se expone a la radiacién de excitacién
de investigacién que puede medirse mediante el sistema de deteccién de radiacion del citémetro de flujo. Como se ha
descrito anteriormente, y especialmente en solicitudes en las que las particulas que se van a medir son del tamafio de
un virus, los instrumentos de citometro de flujo son muy sensibles y la determinacién precisa de los resultados del
citbmetro de flujo y con una precisién razonable puede resultar dificil. Especificamente, los resultados de la citometria
de flujo pueden estar sujetos a errores para un numero de fuentes, tal como se ha descrito anteriormente.

En consecuencia, al disefiar una investigacion por citometria de flujo para lograr resultados adecuados y
demostrablemente precisos, ha sido una préctica tradicional procesar muchas réplicas de muestras de fluido para
calcular las medidas de la exactitud y/o precisién de los resultados de la citometria de flujo resultantes. Esto puede
ser necesario para demostrar que los resultados de la citometria de flujo son lo suficientemente exactos y/o precisos
para que se realice un analisis dado y que los resultados son estadisticamente sélidos. Por ejemplo, al menos cada
una de las tres réplicas de un fluido de muestra objetivo puede someterse a citometria de flujo para obtener resultados
para cada una de las tres réplicas. A su vez, los resultados de la citometria de flujo para las réplicas pueden procesarse
utilizando técnicas de anélisis de datos para proporcionar una medida de la exactitud y/o precisién de los resultados.

Ademas, en muchos disefios de investigacién, un control también puede someterse a una investigacion por citometria
de flujo para proporcionar una exactitud mejorada de la investigaciéon. Se puede proporcionar una muestra de fluido
de control en blanco que reproduzca o imite en un grado razonable la composicién del medio de fluido en el que se
proporcionan las particulas objetivo de la muestra de fluido objetivo. Las muestras de fluido de control en blanco
también pueden denominarse en la presente memoria simplemente muestras de fluido de control o muestras de fluido
en blanco, por motivos de brevedad. Como una investigacién por citometria de flujo de una muestra de fluido puede
ser susceptible a eventos de detecciodn falsos, la realizacién de una investigacién por citometria de flujo de una muestra
de fluido de control correspondiente puede permitir tener en cuenta y corregir los eventos de deteccién falsos en los
resultados de la citometria de flujo resultantes para una muestra de fluido objetivo. Especificamente, los resultados de
la citometria de flujo de la muestra de fluido de control pueden restarse de los resultados de la citometria de flujo de
la muestra de fluido objetivo.

En una realizacién de un disefio de la investigacion, se puede preparar una muestra de fluido de control en blanco
utilizando la matriz de fluido de la reserva de muestras correspondiente, pero en ausencia de las particulas objetivo
de la muestra de fluido objetivo. A este respecto, la muestra de fluido de control en blanco puede tener la misma
composicidén que la matriz de muestra de fluido objetivo mas reactivos afiadidos, tales como la solucién tamponadora
de dilucién y el liquido de tincién, y los tintes 0 manchas utilizados en la muestra de fluido objetivo. En un enfoque
alternativo, se puede utilizar una solucién tamponadora de muestra que incluya una mezcla de dichos liquidos
reactivos que también se puede proporcionar con el tinte o la mancha de la muestra de fluido objetivo también en
ausencia de las particulas objetivo. En cualquier sentido, se supone que cualquier particula detectada en la muestra
de fluido de control en blanco representa un error asociado con detecciones falsas, de modo que la sustraccién de los
resultados de la citometria de flujo para una muestra de fluido de control proporciona una medida corregida de la
cuantificacion real de las particulas en la muestra de fluido objetivo. Sin embargo, como es el caso de la muestra de
fluido objetivo, una pluralidad de réplicas de la muestra de fluido de control se somete preferiblemente a una
investigacion por citometria de flujo para proporcionar resultados precisos para la muestra de fluido de control.

En consecuencia, puede apreciarse que someter cada una de las muchas muestras de fluido objetivo y muestras de
fluido de control a una investigacién por citometria de flujo puede presentar un nimero de desafios. Inicialmente, para
proporcionar un nimero deseado de réplicas tanto de muestras de fluido objetivo como de muestras de fluido de
control, se necesita un suministro suficiente de reserva de muestras y reserva de control con la matriz de fluido
correspondiente. En ciertos contextos donde suministros limitados de reservas estan presentes o cuando una matriz
de fluido en blanco de la reserva de muestra no esta disponible, el disefio resultante de la investigacion por citometria
de flujo puede ser limitado en vista del suministro limitado de fluido de reserva. Ademas, el tiempo y los gastos
necesarios para procesar cada uno de los fluidos de muestra objetivo y de control pueden ser prohibitivos. Ademas,
dado que el instrumento de citometria de flujo puede ser sensible a una nimero de variables, algunas de las cuales
pueden depender del funcionamiento o del tiempo, cuanto mayor sea el nimero de investigaciones durante un periodo
de tiempo mas largo, se introduce la susceptibilidad a un mayor error en relacién con la investigacién de cada muestra
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de fluido. Es decir, en el contexto de muchas investigaciones de muestras de fluido, las condiciones asociadas con la
primera investigacién de muestras de fluido pueden ser diferentes a las condiciones de la Ultima muestra de fluido, de
modo que el cambio en las condiciones representa un error creciente en los resultados que se procesaran
colectivamente. Como tal, la eficiencia de la investigacién no solo proporciona el simple beneficio de reducir el tiempo
y los gastos, sino que también logra resultados intrinsecamente més exactos al reducir el potencial de que se
introduzcan errores al determinar los resultados de la citometria de flujo para un disefio de invitaciéon dado.

Las Figuras 1A-1B muestran una realizacién de un citémetro 100 de flujo que incluye componentes de citometria de
flujo contenidos dentro de un revestimiento 102 de proteccidén que puede utilizarse para realizar una investigacién por
citometria de flujo en una muestra de fluido, para generar resultados de la citometria de flujo. Las muestras de fluido
pueden introducirse en el citémetro 100 de flujo para la investigacién por citometria de flujo a través de una entrada
104 de muestra. El citémetro 100 de flujo incluye almohadillas 106 de soporte sobre las que se soportan el peso del
revestimiento 102 y el contenido dentro del revestimiento 102. De forma ventajosa, las almohadillas 106 de soporte
pueden ser de un material que proporcione un aislamiento de vibraciones significativo al revestimiento 102 y al
contenido dentro del revestimiento 102, frente a las vibraciones del entorno ambiental que pueden transmitirse a través
de un estante, mesa u otra superficie en la que pueda situarse el citémetro 100 de flujo durante el uso. Las almohadillas
106 de soporte pueden, por lo tanto, proporcionar una estructura de aislamiento de vibraciones que proporcione una
barrera de propagacién de vibraciones al revestimiento 102 y al contenido dentro del revestimiento 102. Por ejemplo,
las almohadillas 106 de soporte pueden ser de una composicién polimérica que proporcione un efecto de
descomposicién por vibracién. Los ejemplos de composiciones poliméricas incluyen composiciones poliméricas
termoplasticas y termoestables.

Las Figuras 2A-2B muestran un ejemplo del montaje interno 180 del citdmetro de flujo que puede estar dispuesto
dentro del revestimiento 102 del citémetro 100 de flujo. El montaje interno 180 incluye un montaje de sistema 6ptico
de flujo que incluye la plataforma 200 de soporte y un nimero de componentes Opticos de citometria de flujo
soportados por la plataforma 200 de soporte, teniendo los componentes 6pticos un posicionamiento relativo fijo
configurado para realizar investigaciones de citometria de flujo de fluidos de muestra. El montaje del sistema 6ptico
de citometria de flujo esta soportado por una estructura de soporte que incluye tres miembros 202 de soporte rigidos
y soportes de aislamiento de vibraciones (no mostrados en las Figuras 2A-2B) que estan soportados por los miembros
202 de soporte, y sobre los que se soporta todo el peso de la plataforma 200 de soporte y los componentes soportados
por la plataforma 200 de soporte durante las operaciones de investigacién por citometria de flujo.

Los componentes épticos de citometria de flujo soportados por la plataforma 200 de soporte incluyen una fuente de
luz en forma de una unidad laser 206, una unidad 208 de células de flujo y un sistema de deteccién de luz que incluye
una unidad 210 de espejo dicroico y dos unidades 212 de deteccién de luz, por ejemplo, que pueden incluir tubos
fotomultiplicadores. Durante el funcionamiento de una investigacioén por citometria de flujo del fluido de muestra que
fluye a través de un paso de flujo de investigacién de una célula de flujo de la unidad 208 de células de flujo, la luz de
la unidad laser 206 viaja a lo largo de un primer trayecto 6ptico 250 hasta la célula de flujo. El primer trayecto 6ptico
250 incluye una unidad 214 de espejo que incluye un espejo que puede orientarse que refleja la luz de la unidad laser
206 para dirigir esa luz a través de una lente 216 de enfoque para enfocar la luz en el &rea adyacente del paso de flujo
de investigacién dentro de la célula de flujo de la unidad 208 de célula de flujo. La orientacién del espejo de la unidad
214 de espejo puede controlarse operando uno o ambos de un par de motores 270, 272 acoplados al espejo. La luz
del paso de flujo de investigacién de la célula de flujo se dirige a lo largo de un segundo trayecto 6ptico 260 desde la
célula de flujo hasta la unidad 210 de espejo dicroico para su deteccién por los detectores 212 de luz. El segundo
trayecto éptico 260 incluye una unidad 218 de lente de enfoque y una unidad 220 de lente espacial entre la unidad
208 de célula de flujo y la unidad 210 de espejo dicroico. Un espejo dicroico dentro de la unidad 210 de espejo dicroico
divide la luz entre la luz que pasa a través del espejo dicroico y se dirige hacia el detector 212a de luz y la luz que es
reflejada por el espejo dicroico y se dirige hacia el detector 212b de luz. Los filtros 222 de paso de banda pueden
disponerse en los trayectos épticos hacia los detectores 212 de luz para hacer pasar una luz estrecha que incluye una
longitud de onda o una banda de longitudes de onda destinadas a ser detectadas por los detectores 212a, 212b de
luz respectivos.

Durante el funcionamiento del citdmetro 100 de flujo para realizar una investigaciéon por citometria de flujo de una
muestra de fluido, la muestra de fluido que se va a investigar puede introducirse en el citbmetro de flujo a través de la
entrada 104 de muestra. El fluido de muestra se conduce a una entrada (no mostrada en las Figuras 2A-2B) a la
unidad 208 de célula de flujo. El fluido de muestra fluye a través del trayecto del fluido de investigacién, también
denominado en la presente memoria zona de investigacion del citémetro de flujo en la unidad 208 de células de flujo
y sale de la unidad 208 de células de flujo a través de una salida 226 de muestra. El fluido de muestra introducido en
la unidad 208 de célula de flujo a través de la entrada 104 de fluido de muestra fluye a través de una seccién
transparente de la unidad 208 de célula de flujo donde se somete a la radiacién de investigacién de incidente (por
ejemplo, luz de la unidad laser 206) y sale a través de la salida 226 de muestra. El paso de flujo de investigacién pasa
a través de la seccién transparente. La seccion transparente puede estar hecha, por ejemplo, de un material de cristal
de cuarzo. Entre la entrada 104 de muestra del citbmetro 100 de flujo y la entrada de la unidad 208 de células de flujo,
la muestra de fluido pasa a través de un trayecto de fluido (no mostrado) que incluye un fluximetro 232 donde la
velocidad de flujo de la muestra de fluido puede medirse con fines de recolecciéon de datos como parte de un
mecanismo de control de retroalimentacioén para controlar la velocidad de flujo de la muestra de fluido a la unidad 208
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de células de flujo. En la unidad 208 de célula de flujo, se introduce una fluido envolvente alrededor del flujo de muestra
de fluido antes de que la muestra de fluido fluya a través de la seccidn transparente para su investigacién. El fluido
envolvente se introduce en la unidad 208 de célula de flujo a través de una entrada de fluido envolvente (no mostrada
en las Figuras 2A-2B). Antes de la introduccién del fluido envolvente en la unidad 208 de célula de flujo, el fluido
envolvente pasa a través de un trayecto de fluido (no mostrado en las Figuras 2A-2B) que incluye un sensor 234 de
flujo para monitorizar la velocidad de flujo del fluido envolvente a la unidad 208 de célula de flujo y para su uso como
control de retroalimentacién para controlar la velocidad de flujo del fluido envolvente a la unidad 208 de célula de flujo.
Los sensores 232 y 234 de flujo estdn convenientemente soportados en la plataforma 200 de soporte.

Con referencia adicional a la Figura 3, se ilustra una representacién esquematica de una realizacién de un sistema
300 de citometria de flujo. El sistema 300 de citometria de flujo puede incluir un citdmetro 100 de flujo tal como el
descrito anteriormente. El citémetro 100 de flujo puede funcionar para generar un resultado de citometria de flujo para
una muestra de fluido sometida a una investigacién por citometria de flujo utilizando el citémetro 100 de flujo. El
resultado de la citometria de flujo generado por el citémetro 100 de flujo puede incluir una indicacién de cuantificacién
de las particulas (por ejemplo, el recuento de particulas o la concentracién de particulas) de una muestra de fluido
dada. Los resultados de la citometria de flujo también pueden incluir otra informacidén sobre la investigacién por
citometria de flujo, que incluye, aunque no de forma limitativa, un nombre de muestra con fines de identificacién, un
factor de dilucién de una muestra, una etiqueta de fecha/hora correspondiente a la fecha/hora de la investigacién por
citometria de flujo, resultados individuales para los respectivos canales de investigacion para la investigacion
multicanal (por ejemplo, incluyendo colorantes combinados que emplean diferentes atributos de particulas especificas
para la investigacién en los canales respectivos) y datos de deteccién de la radiaciéon, como la linea de base del
detector, el pico y las anchuras.

El citémetro 100 de flujo puede estar en comunicacién operativa con una base de datos de resultados de la citometria
310 de flujo. El citometro 100 de flujo puede proporcionar los resultados de la citometria de flujo para cada muestra
de fluido sometida a una investigacion por citometria de flujo por parte del citémetro 100 de flujo a la base de datos de
resultados de la citometria 310 de flujo, donde los resultados del citémetro de flujo pueden almacenarse en la memoria
del ordenador. La base de datos de resultados de la citometria 310 de flujo puede incluir cualquier estructura de base
de datos apropiada para el almacenamiento de las entradas de la base de datos correspondientes a los resultados del
citbmetro de flujo para diferentes muestras de fluido respectivas sometidas a una investigacién por citometria de flujo.
Un ejemplo de implementacién especifico puede ser una base de datos SQL para almacenar los resultados de la
citometria de flujo. La base de datos de los resultados de la citometria 310 de flujo puede ser local al sistema 300 de
citometria de flujo (por ejemplo, en un dispositivo comuin con uno o méas elementos del sistema 300 de citometria de
flujo) o puede proporcionarse de forma remota. En el caso de que la base de datos de los resultados de la citometria
310 de flujo se proporcione de forma remota, el acceso a la base de datos de los resultados del citdmetro 310 de flujo
puede proporcionarse mediante una comunicacidén de red, tal como una red de érea local o una red de area amplia,
tal como internet.

El sistema 300 de citometria de flujo incluye ademés una memoria 320 del ordenador. La memoria 320 del ordenador
puede tener almacenado en ella un médulo 360 de ensayo de deteccién y un médulo 370 de ensayo de titulos. El
mébdulo 360 de ensayo de deteccién y el médulo 370 de ensayo de titulos pueden comprender instrucciones legibles
por maquina almacenadas en la memoria 320 del ordenador. En este sentido, uno o0 mas procesadores 330 pueden
acceder al médulo 360 de ensayo de deteccion y al médulo 370 de ensayo de titulos en comunicacién operativa con
la memoria 320 del ordenador. El procesador 330 puede acceder y ejecutar el médulo 360 de ensayo de deteccion y
el médulo 370 de ensayo de titulos para proporcionar la funcionalidad de los médulos, como se describe con mayor
detalle a continuacién. En otras realizaciones, el médulo 360 de ensayo de deteccidn y/o el médulo 370 de ensayo de
titulos pueden comprender cualquier hardware, software, firmware o combinaciones de los mismos apropiados para
proporcionar la funcionalidad asociada con el médulo 360 de ensayo de deteccién y/o el médulo 370 de ensayo de
titulos que se describen a continuacién. Ademés, se pueden proporcionar multiples procesadores 330 que puedan
acceder y ejecutar de forma individual o colectiva el mddulo 360 de ensayo de deteccidén y el médulo 370 de ensayo
de titulos para proporcionar la funcionalidad del sistema 300 de citometria de flujo que se describe con mas detalle a
continuacién. En otras realizaciones, el médulo 360 de ensayo de deteccién y/o el médulo 370 de ensayo de titulos
pueden comprender cualquier combinacién adecuada de procesador y/o memoria, circuitos integrados especificos de
la aplicacién, matrices de puertas programables en campo u otro hardware o software informatico que pueda
ejecutarse para lograr la funcionalidad que se describe con mas detalle a continuacién.

El sistema 300 de citometria de flujo también puede incluir un dispositivo 340 de entrada y una pantalla 350, cada uno
de los cuales esta en comunicacién operativa con el procesador 330. En este sentido, el procesador 330 puede recibir
entradas de usuario desde el dispositivo 340 de entrada para su uso en interacciéon con o control del sistema 300 de
citometria de flujo. Ademas, el procesador 330 puede configurar la pantalla 350 para presentar a un usuario de una
manera perceptible por el usuario informacién sobre el funcionamiento del sistema 300 de citometria de flujo. La
pantalla 350 y el dispositivo 340 de entrada pueden proporcionar de forma colectiva una inferfaz 380 grafica de usuario
a través de la cual se puede facilitar la interaccion entre un usuario y el sistema 300 de citometria de flujo. Por ejemplo,
la inferfaz 380 gréfica de usuario puede facilitar el control sobre el funcionamiento de uno o0 mas de los citémetros 100
de flujo, el médulo 360 de ensayo de deteccién, el médulo 370 de ensayo de titulos y/o la base de datos de resultados
de la citometria 310 de flujo. A continuacién se explican un numero de pantallas de interfaz gréafica de usuario que
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pueden corresponder a la ejecucién del médulo 360 de ensayo de deteccién y/o del mddulo 370 de ensayo de titulos
que pueden proporcionarse para la interactividad con el usuario utilizando la inferfaz 380 grafica de usuario mediante
la presentacién de las pantallas en la pantalla 350 y la recepcidn de las entradas correspondientes relacionadas con
las pantallas del dispositivo 340 de entrada de usuario.

En general, el sistema 300 de citometria de flujo puede ejecutarse de modo que el médulo 360 de ensayo de deteccidén
esté operativo para acceder a los resultados de la citometria de flujo en la base de datos de los resultados del citémetro
310 de flujo para su uso en la determinacién de un intervalo del factor de dilucién optimizado. En relacién con esto, se
puede utilizar una reserva 390 de fluido de muestra de deteccién para preparar una pluralidad de muestras de fluido
objetivo 392 de deteccidén, cada una de las cuales puede someterse a una investigacién por citometria de flujo
mediante el citdmetro 100 de flujo. Los resultados de la citometria de flujo para cada una de las muestras de fluido
objetivo 392 de deteccién pueden almacenarse en la base de datos de resultados de la citometria 310 de flujo.
Ademas, una o mas muestras 398 de fluido de control en blanco de deteccidén pueden prepararse y someterse a una
investigacion por citometria de flujo mediante el citbmetro 100 de flujo de modo que los resultados de la citometria de
flujo para una o mas muestras 398 de fluido de control en blanco de detecciéon puedan almacenarse en la base de
datos de resultados de la citometria 100 de flujo. En consecuencia, el médulo 360 de ensayo de deteccién puede
acceder a la base de datos de resultados de la citometria 310 de flujo para recuperar los resultados de la citometria
de flujo para las muestras 392 de fluido objetivo de deteccién y/o para cribar la muestra 398 de fluido de control en
blanco para su uso en la determinacién del intervalo del factor de dilucién optimizado, como se explicara con mayor
detalle a continuacién.

A suvez, se puede preparar una pluralidad de muestras 396 de fluido objetivo optimizadas a partir de una reserva 394
de fluido de muestra objetivo. Cada una de la pluralidad de muestras 396 de fluido objetivo optimizadas puede estar
dentro del intervalo del factor de dilucién optimizado (por ejemplo, segun lo determinado por el médulo 360 de ensayo
de deteccién) y, opcionalmente, todas pueden estar en el mismo factor de dilucién dentro del intervalo de factor de
dilucién optimizado. En una realizacion, la reserva 390 de fluido de muestra de deteccién y la reserva 394 de fluido de
muestra objetivo pueden ser la misma reserva de fluido. En realizaciones alternativas, la reserva 390 de fluido de
muestra de deteccién puede ser una aproximacién equivalente a la reserva 394 de fluido de muestra objetivo, como
se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, la reserva 390 de fluido de la muestra de deteccidn y la reserva 394 de
fluido de muestra objetivo pueden tener las mismas particulas objetivo y pueden tener propiedades suficientemente
similares (por ejemplo, incluyendo la composiciéon del medio fluido y la concentracién de particulas objetivo) de modo
que los resultados de la citometria de flujo para las muestras 392 de fluido objetivo de deteccién modelen con exactitud
el rendimiento del citémetro 100 de flujo en relacién con las muestras 396 de fluido objetivo optimizadas. Un ejemplo
contemplado puede estar relacionado con un entorno de procesamiento predecible en el que se va a analizar la reserva
394 de fluido de muestra objetivo. En un entorno de procesamiento tan predecible, la reserva 394 de fluido de muestra
objetivo puede tener propiedades relativamente consistentes, de modo que un intervalo del factor de dilucién
optimizado determinado por el analisis de los resultados de la citometria de flujo para las muestras 392 de fluido
objetivo de deteccién pueda aplicarse a un nimero de reservas 394 de fluido de muestra objetivo. Por ejemplo, un
caso dado de una pluralidad de reservas 394 de fluido de muestra objetivo puede utilizarse como reserva 390 de fluido
de muestra de deteccion, de modo que el anélisis para determinar el intervalo del factor de dilucién optimizado pueda
aplicarse a la pluralidad restante de reservas 394 de fluido de muestra objetivo. Como tal, los resultados obtenidos
utilizando los resultados de una reserva 390 de fluido de muestra de deteccién dada pueden utilizarse para otras
reservas 394 de fluido de muestra objetivo preparadas en el entorno de procesamiento predecible durante un tiempo
o numero dado de instancias de reservas de fluido.

En cualquier sentido, el conjunto objetivo optimizado de muestras 396 de fluido objetivo optimizadas que estén dentro
del intervalo del factor de dilucién optimizado puede someterse a una investigacién por citometria de flujo mediante el
citbmetro 100 de flujo y los resultados de la citometria de flujo correspondientes para las muestras 396 de fluido
objetivo optimizadas pueden analizarse mediante el médulo 370 de ensayo de titulos para proporcionar resultados de
titulos de particulas para una reserva 394 de muestra objetivo. Ademas, también se puede preparar una muestra 399
de fluido de control en blanco optimizada y someterla a una investigacion por citometria de flujo mediante el citémetro
100 de flujo. A su vez, los resultados de la citometria de flujo para la muestra 399 de fluido de control en blanco
optimizada pueden almacenarse en la base de datos de resultados de la citometria 310 de flujo y pueden utilizarse
por el médulo 370 de ensayo de titulos como control para el anélisis a la hora de determinar los resultados de titulos
de particulas.

La determinacion del intervalo del factor de dilucién optimizado y la posterior investigacién por citometria de flujo de
las muestras 396 de fluido objetivo optimizadas dentro del intervalo del factor de dilucion optimizado pueden
proporcionar una mayor exactitud y precisiéon de los resultados de titulos de particulas producidos por el médulo 370
de ensayo de titulos. Por ejemplo, puede ser necesario un nimero reducido de muestras de fluido objetivo de deteccién
y/o muestras de fluido de control de deteccién para el funcionamiento del sistema 300 de citometria de flujo. A su vez,
se puede reducir el error al reducir el nimero de investigaciones necesarias. Ademas, al determinar un intervalo del
factor de dilucién optimizado, se puede lograr la exactitud resultante de la investigacién de las muestras 396 de fluido
objetivo optimizadas, ya que el intervalo del factor de dilucién optimizado puede ser particular para un citbmetro 100
de flujo dado que investiga particulas objetivo particulares de una reserva 394 de fluido de muestra objetivo.
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En relacién con el intervalo optimizado del factor de dilucién objetivo, la exactitud mejorada en este intervalo se puede
lograr realizando una investigacidn por citometria de flujo de las muestras 396 de fluido objetivo optimizadas que estan
en un intervalo de dilucién en el que un citdémetro 100 de flujo demuestra una mayor exactitud. Un citébmetro de flujo
puede demostrar un intervalo de funcionamiento en relacién con una concentracién de particulas en una muestra de
fluido. Es decir, un citémetro de flujo puede ser incapaz de producir resultados suficientemente exactos para las
muestras de fluido que tienen concentraciones de particulas extremadamente altas y una concentracién de particulas
extremadamente baja, como se ha indicado anteriormente. En este sentido, el intervalo de concentraciones de
particulas en una muestra de fluido sobre el que el citémetro de flujo puede producir resultados suficientemente
exactos puede ser limitado. El intervalo de un instrumento puede tener un intervalo absoluto sobre el que funciona el
citbmetro 100 de flujo y un intervalo dindmico que depende del instrumento y de la muestra de fluido particular que se
esté investigando. El intervalo dinamico de un instrumento puede referirse a un intervalo de concentraciones de
particulas en el que las muestras de fluido con diversos factores de dilucién demuestran resultados de la citometria
de flujo lineales (en un régimen de anélisis logaritmico como se explica mas adelante). El analisis relativo a la
determinacién del intervalo dinamico de un citdmetro de flujo se ilustra en relacidén con las Figuras 4-8. Este analisis
puede denominarse anélisis de deteccién, y dicho analisis puede realizarse mediante el médulo 360 de ensayo de
deteccién, como se describe con mayor detalle a continuacion.

La Figura 4 incluye una representacién logaritmica 400 de los resultados de la citometria de flujo para un conjunto 406
objetivo de deteccién de muestras 406a, 406b, 406¢c y 406d de fluido objetivo de deteccidn. La representacion 400
también incluye los resultados de la citometria de flujo para un conjunto 408 de control de deteccién para cribar
muestras 408a, 408b, 408c y 408d de fluido de control en blanco. El eje vertical de la representacién 400 representa
una escala logaritmica de los valores 402 de concentracién de particulas y el eje horizontal representa una escala
logaritmica de los valores 404 del factor de dilucién de la muestra. A su vez, el conjunto 406 de deteccién objetivo y el
conjunto 408 de control de deteccién se representan en relacién con la concentracién 402 de particulas y el factor 404
de dilucién.

También se muestra en la representacion 400 un limite de calificacién del instrumento (IQL) 410. El IQL 410 representa
la concentracién minima de particulas en una muestra de fluido para la que el citbmetro 100 de flujo proporciona
resultados suficientemente precisos y puede definir un limite inferior en las concentraciones de particulas en relacién
con el intervalo absoluto del instrumento de citometria de flujo. En consecuencia, cualquier resultado de citometria de
flujo para una muestra 406 de fluido objetivo de deteccién que esté por debajo del IQL 410 puede ignorarse de
cualquier analisis debido al hecho de que la muestra 406 de fluido objetivo de deteccién tiene una concentracién por
debajo del IQL 410 para el instrumento dado. Por ejemplo, en la Figura 4, el resultado de la citometria de flujo para la
muestra 406d de fluido objetivo de deteccidn esta por debajo del IQL 410y, por lo tanto, puede ignorarse en cualquier
analisis de los datos de citometria de flujo.

Como se puede apreciar en la representacién 400, la concentracién 402 de particulas para cada muestra de fluido
respectiva representada en la representaciéon 400 se reduce con un factor 404 de dilucién aumentado, como se
esperaba tedricamente. Es decir, en teoria, la relacién entre la concentracion 402 de particulas y el factor 404 de
dilucién en una representacién logaritmica debe ser lineal, reflejando una reduccién proporcional en la concentracién
de particulas en las muestras de fluido a medida que las muestras se diluyen cada vez mas. Sin embargo, debido a
las limitaciones y errores de los instrumentos, es posible que los resultados préacticos de la citometria de flujo no
cumplan con la relacién lineal del escenario teérico idealizado. Concretamente, las muestras de fluido con altas
concentraciones de particulas pueden tener recuentos de particulas inferiores a los notificados y las muestras de
fluidos con concentraciones de particulas bajas pueden tener recuentos de particulas superiores a los notificados, lo
que resulta en un “aplanamiento™ de los datos en concentraciones de particulas altas y bajas. A su vez, la calidad de
la linealidad de los resultados de la citometria de flujo obtenidos sobre una pluralidad de factores de dilucién puede
evaluarse como se describira con mayor detalle a continuacién. Como se apreciard, la relacion logaritmica de la Figura
4 podria representarse de manera equivalente en una representacién lineal transformada de valores logaritmicos de
concentracién de particulas frente a valores logaritmicos del factor de dilucién.

Con referencia adicional a la Figura 5, se proporciona una representacién 500 en dicha forma de transformacién lineal
que tiene un eje vertical representativo de una escala lineal del valor logaritmico de la concentracién 502 de particulas
y un eje horizontal representativo de una escala lineal del valor logaritmico del factor 504 de dilucién. El grafico 500
muestra una pluralidad de indicaciones 506 de cuantificacién corregidas para una pluralidad de muestras de fluido
objetivo de deteccién. Como se ha descrito anteriormente, las indicaciones 506 de cuantificacién corregidas pueden
corresponder a un resultado de citometria de flujo para una muestra de fluido objetivo de deteccién corregido por un
resultado de citometria de flujo de una muestra de fluido de control en blanco de deteccién correspondiente. Una vez
representadas las indicaciones 506 de cuantificacién corregidas, se puede calcular un ajuste de las indicaciones 506
de cuantificacién corregidas. El ajuste puede proporcionar una medida cuantitativa o una caracterizacién de las
indicaciones 506 de cuantificaciéon corregidas. Por ejemplo, el ajuste puede proporcionar parametros de calidad de la
dilucién que pueden analizarse para determinar si las indicaciones 506 de cuantificacién corregidas representan un
resultado suficientemente lineal, lo que indica que los resultados de la citometria de flujo de las muestras de fluido
objetivo de deteccién tenian una concentraciéon que estaba dentro del intervalo dinamico del citdmetro 100 de flujo en
el que la exactitud aumenta.
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Con referencia adicional a la Figura 6, se puede calcular un ajuste para las indicaciones 506 de cuantificacién
corregidas. Por ejemplo, se puede calcular una regresion lineal en funcién de las indicaciones 506 de cuantificacién
corregidas de tal modo que se pueda generar una linea 508 de tendencia resultante. La linea 508 de tendencia
resultante puede proporcionar la caracterizaciéon cuantitativa de uno o mas parametros de calidad de la dilucién para
su uso en la evaluacién de si las indicaciones 506 de cuantificacién corregidas para las que se calcula el ajuste estéan
dentro de un intervalo dinamico del citémetro 100 de flujo. Es decir, la linea 508 de tendencia puede proporcionar un
medio para la evaluacién de las indicaciones 506a, 506b y 506c de cuantificacién corregidas para determinar si las
indicaciones 506 de cuantificacién corregidas en el gréafico 500 demuestran un nivel de comportamiento anticipado
correspondiente a las caracteristicas de los resultados dentro de un intervalo dinamico del citémetro 100 de flujo
correspondiente a una mayor exactitud del citbmetro 100 de flujo. Una caracterizaciéon cuantitativa del ajuste que
proporciona un parametro de calidad de dilucién puede ser una pendiente de la linea 508 de tendencia con respecto
a dicha representacién de transformacién lineal, como se muestra para la representacién 500. En este escenario, el
rendimiento idealizado (es decir, todas las indicaciones 506 de cuantificacién corregidas que entran dentro del intervalo
dinamico lineal del citémetro 100 de flujo) puede representarse como un valor de pendiente de -1. Dicha ecuacién
lineal puede adoptar la forma de y = mx + b, en donde m es la pendiente y b es la intercepcién del eje vertical a un
valor logaritmico de cero para el factor de dilucién. En este sentido, se puede proporcionar una ecuacién lineal 510
que caracteriza la linea 508 de tendencia en la representacién 500, como se ilustra en la Figura 6. La ecuacién lineal
510 proporciona un valor 514 de pendiente que puede evaluarse para determinar si las indicaciones 506 de
cuantificacion corregidas entran dentro de un intervalo dinamico suficientemente lineal (es decir, lineal en términos de
la representacién 500 de valores logaritmicos de la Figura 5) del citémetro 100 de flujo. Es decir, el ajuste de las
indicaciones 506 de cuantificacién corregidas puede compararse con los parametros de calidad de dilucién aceptables,
al menos en parte, mediante la comparacién de un valor 514 de pendiente computado de la linea 508 de tendencia en
relacién con el valor de pendiente idealizado de -1. Especificamente, un intervalo de valores de pendiente aceptables
puede ser definido o definible por un usuario. En consecuencia, un valor 514 de pendiente que esté dentro del intervalo
de valores de pendiente aceptables puede indicar un pardmetro de calidad de dilucién aceptable para las indicaciones
506 de cuantificacidn corregidas, lo que indica que las indicaciones de cuantificacién corregidas utilizadas para generar
el ajuste estan dentro del intervalo dinamico del instrumento. Sin embargo, un valor 514 de pendiente calculado que
esta fuera del intervalo de valores de pendiente aceptables puede dar como resultado una notificacién de ajuste de
dilucién, como se describe con mayor detalle a continuacién.

Ademas, también se puede proporcionar un coeficiente 512 de determinacién (o valor R?) para la linea 508 de
tendencia en relacién con los puntos representados de las indicaciones de cuantificacion corregidas. El valor R? 512
también puede comprender un parametro de calidad de dilucién que puede utilizarse para analizar la linea 508 de
tendencia. El valor R? 512 puede proporcionar una caracterizacion cuantitativa de la cantidad de divergencia de las
indicaciones 506 cuantitativas corregidas con respecto a la linea 508 de tendencia. Dicho de otro modo, el valor R?
512 puede proporcionar una indicacion de cémo de bien el ajuste describe las indicaciones 506 cuantitativas
corregidas. Cuanto mas cerca esté R? de 1, mejor sera el ajuste de la linea 508 de tendencia a los factores 506 de
dilucién corregidos representados. En este sentido, el valor R2 512 también puede proporcionar un parametro de
calidad de dilucién que puede utilizarse para evaluar la aceptabilidad del ajuste. Es decir, se puede proporcionar un
intervalo de valores de R? aceptables. A su vez, un valor de R%2 512 computado que esté dentro del intervalo de valores
de R? aceptables puede indicar un parametro de calidad de dilucién aceptable para las indicaciones 506 de
cuantificacién corregidas, lo que indica que las indicaciones de cuantificacién corregidas utilizadas para generar el
ajuste estan dentro del intervalo dinamico del instrumento. Sin embargo, un valor de R? 514 calculado que esté fuera
del intervalo de valores de R? aceptables puede resultar en una notificacion de ajuste como se describe con mayor
detalle a continuacién.

En una relacién adicional con la evaluacién de la aceptabilidad de un ajuste calculado para las indicaciones 506 de
cuantificacion corregidas, la Figura 7 ilustra un grafico 600 de otro conjunto de ejemplo de indicaciones 606a, 606b,
606¢ y 606d de cuantificacién corregidas. De nuevo, se ha calculado la linea 508 de tendencia correspondiente a un
ajuste de las indicaciones 606 de cuantificacién corregidas. Como puede apreciarse, el valor 514 de pendiente
calculado para la linea 508 de tendencia es de aproximadamente -0,7, lo que indica una desviacién del valor idealizado
de -1. En el escenario de ejemplo presentado en la Figura 7, se considera que este valor 514 de pendiente esté fuera
del intervalo de valores de pendiente aceptables, lo que da como resultado una notificacién de ajuste, ya que el
parametro de calidad de dilucién de la pendiente no es un parametro de calidad de dilucién aceptable para los fines
de este ejemplo. Ademas, el valor R2 512 se reduce con respecto a la representacion idealizada 500 en la que el valor
de R? estaba cerca de un valor idealizado de 1. En consecuencia, el valor de R2 512 en este escenario también esta
fuera del intervalo de valores de R? aceptables, de modo que el valor de R? 512 también da como resultado una
notificacién de ajuste.

A su vez, los pardmetros de calidad de dilucién para el ajuste para las indicaciones 606a, 606b, 606c y 606d de
cuantificaciéon corregidas que no tienen parametros de calidad de dilucién aceptables pueden indicar que al menos
uno de los resultados de la citometria de flujo correspondientes a las indicaciones 600 de cuantificacién corregidas
esta fuera del intervalo dindmico del citémetro 100 de flujo, de modo que los resultados no demuestran una linealidad
suficiente. Especificamente, el ajuste de las indicaciones 606 de cuantificaciéon corregidas puede indicar que la
exactitud de al menos un resultado del citdmetro de flujo correspondiente se ve comprometida debido a un error del
instrumento en los resultados debido a que una de las muestras de fluido se encuentra en una concentracion fuera
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del intervalo dinamico del citébmetro 100 de flujo para las caracteristicas de la muestra de fluido bajo investigacién.
Como puede apreciarse, es probable que dicho error se produzca para un resultado de citometria de flujo (y, a su vez,
una indicacién 606 de cuantificacién corregida correspondiente) correspondiente a la dilucién méxima o la dilucién
minima en el conjunto de datos proporcionado, ya que es muy probable que estos valores estén en el margen de o
fuera del intervalo dindmico del instrumento. En la representacién 600, esto corresponde a la indicacion 606a de
cuantificaciéon corregida que representa la dilucibn minima del conjunto de datos o a la indicacién 606d de
cuantificaciéon corregida que representa la dilucién méaxima del conjunto de datos. En consecuencia, una o ambas
indicaciones 606a de cuantificacion corregidas correspondientes a la dilucién maxima y/o la indicacion 606dde
cuantificacién corregida correspondiente a una dilucidn minima del conjunto de datos pueden eliminarse del célculo
de la linea 508 de tendencia para determinar si los parametros de calidad de dilucidn resultantes para las indicaciones
606 de cuantificacién corregidas restantes corresponden a parametros de calidad de dilucién aceptables.

Con referencia adicional a la Figura 8, se presenta una representacion 700 en la que la indicacién 606a de
cuantificacién corregida se ha eliminado del célculo del ajuste (por ejemplo, como un valor atipico), de modo que se
proporciona un célculo actualizado de la linea 508 de tendencia. Como puede apreciarse, después de eliminar la
indicacién 606a de cuantificacion corregida, el valor 514 de pendiente para la linea 508 de tendencia vuelve a casi el
ideal y el valor R? 512 también aumenta hasta casi el ideal. En este escenario, tanto el valor 514 de pendiente como
el valor R2 512 pueden corresponder a parametros de calidad de dilucién aceptables, de modo que el ajuste de las
indicaciones 606b, 606¢c y 606d de cuantificacién corregidas restantes pueda confirmarse (o validarse con fines de
analisis de datos) por representar un resultado suficientemente lineal indicativo de que las indicaciones de
cuantificacion corregidas estan aceptablemente dentro del intervalo dinamico del instrumento de citometria de flujo.

Si bien lo anterior contempla la evaluacidn de las indicaciones 606 de cuantificacién corregidas para determinar si las
indicaciones 606 de cuantificacién corregidas estan dentro del intervalo dindmico de un instrumento, la determinacién
de un intervalo de dilucién optimizado para una reserva de muestras de deteccién dada puede estar relacionada con
un aislamiento adicional de un intervalo de concentraciones en el que el citbmetro 100 de flujo demuestra una mayor
exactitud. Es decir, un citometro de flujo puede demostrar un intervalo absoluto en el que se pueden generar
resultados, lo que puede no dar como resultado una relacién lineal de los resultados de la citometria de flujo en la
totalidad del intervalo absoluto (es decir, puede haber error para las muestras en el intervalo absoluto en diluciones
altas y/o bajas). El citdmetro de flujo también puede tener un intervalo dinamico para un conjunto de muestras dado
en el que los resultados (o los resultados corregidos) demuestran una linealidad suficiente como para estar dentro del
intervalo dindmico del instrumento como se ha determinado anteriormente. Ademés, un citometro de flujo
generalmente puede proporcionar resultados méas exactos dentro de una banda de rendimiento éptima definida en
relacién con la concentraciéon de particulas en una muestra de fluido que se esta investigando. Dicha banda de
rendimiento éptimo puede representar un subintervalo de rendimiento mas alto dentro del intervalo dinamico. En vista
de la extrema sensibilidad de los citémetros de flujo, la realizacién de investigaciones por citometria de flujo con
muestras de fluido que tienen una concentraciéon dentro de la banda de rendimiento 6ptima puede proporcionar
resultados alin mas precisos y exactos para un citémetro de flujo dado que investigue una reserva de muestras objetivo
dada.

Porlo tanto, con referencia de nuevo ala Figura 8, la linea 508 de tendencia para las indicaciones 606 de cuantificacién
corregidas, en la que la linea 508 de tendencia refleja una linealidad suficiente en los datos de modo que las
indicaciones 606 de cuantificacién corregidas estén dentro del intervalo dindmico del instrumento, puede utilizarse
ademas para determinar un intervalo de factores de dilucién optimizado para la reserva de muestras de deteccién.
Especificamente, se pueden definir un limite 702 de concentracién de rendimiento inferior y un limite 704 de
concentracién de rendimiento superior para un citometro 100 de flujo, como se refleja en la representaciéon 700. El
limite 702 de concentracién de rendimiento inferior y el limite 704 de concentracién de rendimiento superior pueden
determinarse empiricamente para un citémetro 100 de flujo dado o pueden ser definibles por un usuario. En cualquier
sentido, el limite 702 de concentracién de rendimiento inferior y el limite 704 de concentracién de rendimiento superior
pueden definir un subintervalo de concentracién dentro del intervalo dinamico sobre el que el rendimiento del citmetro
100 de flujo demuestra una mayor precisién. A su vez, el limite 702 de concentracidén de rendimiento inferior se puede
utilizar para determinar el punto en el que la linea 508 de tendencia para los datos en el intervalo dinamico del
instrumento corresponde al limite 702 de concentracién de rendimiento inferior. El factor de dilucién en el que el limite
702 de concentracién de rendimiento inferior interseca la linea 508 de tendencia para los datos en el intervalo dinamico
del instrumento puede definir un limite del factor 706 de dilucién optimizado superior de un intervalo del factor de
dilucién optimizado. Del mismo modo, un factor de dilucion en el que el limite 704 de concentracién de rendimiento
superior interseca la linea 508 de tendencia puede definir un limite 708 de factor de dilucién optimizado inferior del
intervalo del factor de dilucién optimizado. Como tal, el intervalo del factor de dilucién optimizado puede corresponder
al intervalo entre el limite 708 de factor de dilucién optimizado inferior y el limite del factor 706 de dilucién optimizado
superior, segun lo determinado mediante el analisis del limite 704 de concentracién de rendimiento superior y el limite
702 de concentracidn de bajo rendimiento en relacién con la linea 508 de tendencia para los datos que se determina
que estan en el intervalo dinamico del instrumento.

A su vez, y con referencia también a la Figura 3, el analisis anterior se puede utilizar para determinar un intervalo del

factor de dilucién optimizado para una reserva 390 de fluido de muestra de deteccién dada. Dicho analisis puede ser
realizado por el médulo 360 de ensayo de deteccién del sistema 300 de citometria de flujo junto con las pantallas de
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la interfaz grafica de usuario representadas en las Figuras 9-16. La inferfaz 380 gréfica de usuario puede incluir un
namero de pantallas que pueden presentarse a un usuario en general en relacidén con: la seleccién de los resultados
de la citometria de flujo o su uso por parte del médulo 360 de ensayo de deteccion para el analisis de deteccién o su
uso por parte del médulo 370 de ensayo de titulos para el analisis de titulos en una pantalla de listado 800 de resultados
que se muestra en las Figuras 9 a 10; control e interaccién con el médulo 360 de ensayo de deteccidn en relacidén con
el analisis de deteccidén en una pantalla 900 de ensayo de deteccién mostrada en las Figuras 11-14; y el control y la
interaccién con el médulo 370 de ensayo de titulos en relacién con el andlisis de titulos en una pantalla 1000 de ensayo
de titulos que se muestra en las Figuras 15-16. Ademas, cada pantalla de la inferfaz 380 gréafica de usuario puede
mostrar una porcién 820 de seleccién de pantalla. La porcién 820 de seleccién de pantalla puede proporcionar
pestafias correspondientes a diferentes pantallas respectivas que pueden utilizarse para seleccionar una pantalla dada
de la inferfaz 380 gréafica de usuario. En este sentido, la barra 820 de seleccién de pantalla puede incluir una pestafia
822 de anélisis, una pestafia 824 de resultados, una pestafia 826 de seleccién y una pestafia 828 de titulos. La pestafia
822 de analisis puede ser manipulada por el usuario en relacién con el funcionamiento del citémetro de flujo durante
una investigacién por citometria de flujo para monitorizar las operaciones del citémetro 100 de flujo y no se explicara
en detalle en la presente memoria. La inferfaz 380 gréafica de usuario también puede incluir un panel 810 de control de
instrumentos que puede incluir diversas interfaces para su uso en el control del funcionamiento del citémetro 100 de
flujo.

La Figura 9 representa una pantalla de listado 800 de resultados de la inferfaz 380 gréafica de usuario. La pantalla de
listado 800 de resultados puede incluir un listado 850 de resultados que incluye un listado de resultados de la citometria
de flujo de la base de datos de resultados de la citometria 310 de flujo. Como se ha descrito anteriormente, se puede
preparar una muestra 392 de fluido objetivo de deteccién en cada una de las multiples diluciones de la reserva 390 de
fluido de muestra de deteccién. Ademas, se pueden afiadir tintes 0 manchas a cada muestra 392 de fluido objetivo de
deteccién que se pueden utilizar en la deteccién de particulas objetivo que tienen atributos de particula particulares.
En un ejemplo, la pluralidad de muestras 392 de fluido objetivo de deteccién puede comprender una serie de diluciones
de la reserva 390 de fluido de muestra de deteccidén que se diluye hasta una pluralidad de factores de dilucién (por
ejemplo, una pluralidad de factores de dilucién diferentes). En una realizacién, la serie de diluciones puede incluir una
serie de diluciones diez veces mayor de la reserva 390 de fluido de muestra de deteccidn, de modo que se proporcione
una muestra 392 de fluido objetivo de deteccidn en diluciones que aumentan en un factor frecuente (por ejemplo, 10:1,
100:1, 1000:1 etc.). En al menos una realizacién, se puede preparar una Unica muestra 392 de fluido objetivo de
deteccién para cada uno de la pluralidad de factores de dilucién. Es decir, en al menos una realizacion, es posible que
no sea necesario someter a una investigacién por citometria de flujo multiples réplicas de una muestra 392 de fluido
objetivo de deteccién a una dilucién dada, lo que reduce el nimero de muestras de fluido necesarias que deben
investigarse y proporciona los beneficios indicados y explicados anteriormente. Los resultados de la citometria de flujo
para la pluralidad de muestras 392 de fluido objetivo de deteccién pueden proporcionarse y guardarse en la base de
datos de los resultados del citdmetro 310 de flujo de modo que se reflejen en el listado 850 de resultados. Como puede
apreciarse en la Figura 9, la seleccién de un resultado dado del listado 850 de resultados puede ampliar el resultado
dado para proporcionar informacién adicional y/u opciones para el resultado dado. Por ejemplo, se puede proporcionar
una opcién para permitir a un usuario comentar el resultado o proporcionar una firma electrénica.

Ademas, se pueden preparar una o0 mas muestras 398 de fluido de control en blanco de deteccién y someterlas a una
investigacion por citometria de flujo utilizando el citbmetro 100 de flujo. Una o méas muestras 398 de fluido de control
en blanco de deteccién pueden incluir una o mas muestras de fluido que corresponden a la pluralidad de muestras
392 de fluido objetivo de deteccién. Como tal, una o mas muestras 398 de fluido de control en blanco de deteccién
pueden tener propiedades similares a la pluralidad de muestras de fluido objetivo de deteccién, pero pueden estar
sustancial o totalmente exentas de las particulas objetivo de interés que se van a investigar. Los resultados de la
citometria de flujo generados para la muestra 398 de fluido de control en blanco de deteccién pueden reflejar el ruido
de fondo detectado por el citbmetro 100 de flujo en lugar de los recuentos de particulas reales, de modo que la muestra
398 de fluido de control en blanco de deteccién pueda utilizarse para preparar indicaciones de cuantificaciéon corregidas
como se ha descrito anteriormente. En una realizacién, una o mas muestras 398 de fluido de control en blanco de
deteccién pueden ser una matriz de muestras en blanco del mismo tipo que la pluralidad de muestras 392 de fluido
objetivo de deteccidén en ausencia de que la particula objetivo de interés esté siendo investigada en la investigacién
por citometria de flujo, pero que por lo demas tenga propiedades y preparacién similares, como la inclusién del tinte o
mancha utilizado en la investigacién por citometria de flujo. Se puede proporcionar una pluralidad de muestras 398 de
fluido de control en blanco de deteccién en las diluciones correspondientes a cada una de las multiples diluciones
proporcionadas en la pluralidad de muestras 392 de fluido objetivo de deteccién. En este sentido, la correspondencia
entre la pluralidad de muestras 392 de fluido objetivo de deteccién y muestras 398 de fluido de control en blanco de
deteccién puede estar relacionada con las diluciones comunes de cada muestra. En otra realizacién, las una o mas
muestras 398 de fluido de control en blanco de deteccién pueden incluir solucién tamponadora y/u otros fluidos
reactivos en lugar del fluido de la matriz de reserva de la muestra en blanco (por ejemplo, en el caso de que el fluido
de la matriz de la muestra de la reserva en blanco no esté disponible). En este sentido, es posible que no se
proporcionen las diluciones correspondientes y una sola muestra 398 de fluido de control en blanco de deteccidn
puede someterse a una investigacién por citometria de flujo para determinar el ruido de fondo asociado con la solucién
tamponadora y/o cualquier tinte 0 mancha utilizado en el ensayo. Tras la investigacidén por citometria de flujo de una
0 mas muestras 398 de fluido de control en blanco de deteccién, los resultados del citmetro de flujo para las muestras
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398 de fluido de control en blanco de deteccién pueden proporcionarse a la base de datos de los resultados del
citbmetro 310 de flujo y pueden reflejarse en el listado 850 de resultados.

El listado 850 de resultados puede incluir un nimero de columnas de datos relacionadas con los parametros de datos
de los resultados de la citometria de flujo proporcionados como entradas de fila en el listado 850 de resultados. Por
ejemplo, las columnas pueden reflejar cualquier informacién para un resultado de citometria de flujo incluido en la base
de datos de resultados de la citometria de flujo como se ha descrito anteriormente, incluyendo, aunque no de forma
limitativa, una columna 852 de nombre de la muestra, una columna 854 del factor de dilucién, una columna 856 del
resultado del recuento de las particulas, una columna 858 del resultado del titulo (que muestra la concentracidén de
particulas), una columna 860 de la fecha/hora de adquisicién, una columna del identificador de instrumentos (no se
muestra), una columna del operador (no se muestra) y otras columnas de datos que pueden estar relacionadas con la
investigacion por citometria de flujo, como los recuentos individuales de los canales de deteccién y los datos de
deteccién de la radiacion, tal como la linea de base del detector, los picos y las anchuras. El listado 850 de resultados
puede clasificarse segun cualquiera de las columnas presentadas en el listado 850 de resultados. Ademés, se puede
proporcionar una funcionalidad de clasificacién adicional por medio de una opcién de clasificacién por el usuario 872,
una opcién de clasificacién por instrumentos 874 o una opcién de clasificacién por fecha 876. Ademas, se pueden
proporcionar opciones para ocultar ciertos tipos de resultados de la citometria de flujo.

Con referencia adicional a la Figura 10, un usuario puede seleccionar los resultados de la citometria de flujo del listado
850 de resultados para designar los resultados de la citometria de flujo especificos para su utilizacién en el anélisis de
deteccién realizado por el médulo 360 de ensayo de deteccidn o en el anélisis de titulos realizado por el médulo 370
de ensayo de titulos. En relacidén con la seleccién de los resultados de la citometria de flujo para su uso por parte del
mébdulo 360 de ensayo de deteccidn, un usuario puede seleccionar una o méas entradas de resultados de la citometria
de flujo del listado 850 de resultados navegando hasta un menl 878 de designacién de resultados que incluye un
subment 880 de seleccién de deteccién que permite la seleccién 882 de una seleccién de conjunto de control de
deteccién o una selecciéon 884 de conjunto objetivo de deteccién. Es decir, los resultados seleccionados del listado
850 de resultados pueden ser seleccionados por el usuario como pertenecientes a un conjunto de control de deteccién
mediante la seleccién de los resultados de la citometria de flujo y la seleccién de la seleccion 882 del conjunto de
control de deteccion. De manera similar, los resultados seleccionados del listado 850 de resultados pueden ser
seleccionados por el usuario como pertenecientes a un conjunto objetivo de deteccién mediante la seleccién de los
resultados de la citometria de flujo y la seleccién de la seleccién 884 del conjunto objetivo de deteccién.

Con referencia adicional a la Figura 11, se representa una pantalla 900 de ensayo de deteccién que se puede presentar
al usuario al seleccionar la pestafia 826 de deteccién de la barra 820 de selecciéon de pantalla. La pantalla 900 de
ensayo de deteccidén puede incluir un listado 902 de conjuntos de control de deteccidén que se rellena con el conjunto
906 de control de deteccién seleccionado por el usuario utilizando la seleccién 884 de conjuntos de control de
deteccién. La pantalla 900 de ensayo de detecciéon puede incluir ademas un listado 904 de conjuntos objetivo de
deteccién que estarelleno de resultados de la citometria de flujo que comprenden el conjunto 908 objetivo de deteccidn
seleccionado utilizando la seleccién 884 de conjuntos objetivo de deteccién del listado 850 de resultados en la pantalla
800 de resultados.

Tras la seleccién del conjunto 906 de control de deteccidn y el conjunto 908 objetivo de deteccién, se pueden realizar
una o mas determinaciones o célculos descritos anteriormente en relacién con la determinacién del intervalo dindmico
del instrumento en relacién con el conjunto 908 objetivo de deteccidn seleccionado utilizando el conjunto 906 de control
de deteccidn y el conjunto 908 objetivo de deteccion. Dichos calculos se pueden realizar automaticamente al rellenar
el conjunto 904 objetivo de deteccién y el conjunto 906 de control de deteccién o pueden requerir que el usuario inicie
los calculos seleccionando el botén 910 de calculo. En este sentido, la Figura 11 representa un ejemplo de la pantalla
900 del ensayo de deteccién en el que se han seleccionado el conjunto 906 de control de deteccién y el conjunto 908
objetivo de deteccidn, pero alin no se han calculado los céalculos del intervalo del factor de dilucién optimizado. Con
referencia adicional a la Figura 12, se representa una pantalla 900 de ensayo de deteccién en la que se han realizado
los calculos del intervalo del factor de dilucién optimizados (por ejemplo, automéaticamente o mediante la seleccién del
botén 910 de célculo). La seleccién del calculo automatico o del célculo iniciado por el usuario se puede configurar en
un menu de ajustes de la inferfaz 380 gréafica de usuario.

Continuando con la referencia a la Figura 12, en relacién con los calculos y andlisis descritos anteriormente para
determinar el intervalo del factor de dilucién éptimo, la pantalla 900 de ensayo de deteccién también puede incluir un
area 916 de representacién en la que se muestran al usuario las indicaciones de cuantificaciéon corregidas basadas
en el conjunto 908 objetivo de deteccién y el conjunto 906 de control de deteccidn. Es decir, el médulo 360 de ensayo
de deteccién puede estar operativo para calcular una indicacién de cuantificaciéon corregida de particulas para cada
una de las muestras de fluido objetivo de deteccién del conjunto 908 objetivo de deteccién en funcién de las
correspondientes del conjunto 906 de control de deteccién. La indicacién de cuantificacién corregida también puede
mostrarse para cada uno de los conjuntos 908 objetivo de deteccién en una columna 912 de cuantificacién corregida
de particulas en el listado 904 de conjuntos objetivo de deteccion.

Ademas, el médulo 360 de ensayo de deteccién puede determinar si el conjunto 906 de control de deteccién
seleccionado incluye los resultados correspondientes al conjunto 908 objetivo de deteccion. Es decir, el médulo 360
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de ensayo de deteccion puede comprobar que se proporciona una muestra de control en una dilucién correspondiente
a cada dilucién de las muestras de fluido objetivo del conjunto 908 objetivo de deteccién. Si no hay correspondencia
(por ejemplo, se selecciona una muestra de fluido de control de deteccién para la que no hay una muestra de fluido
objetivo de deteccidn correspondiente o se seleccionan muestras de fluido objetivo de deteccidn para las que no hay
una muestra de fluido de control de deteccién), el médulo 360 de ensayo de deteccién puede generar una notificacion
de correspondencia, que puede activar un indicador 924 de notificacién de datos que se mostrard como se muestra
en la Figura 13. Es decir, el indicador 924 de notificacién de datos puede proporcionarse en el caso de que esté
presente cualquier notificacién de datos en relacién con el funcionamiento del médulo 360 de ensayo de deteccién. A
su vez, la seleccion del indicador 924 de notificacién de datos puede dar como resultado la visualizacién de un listado
detallado de notificaciones de datos 926, tal como se muestra en la Figura 14. El listado 926 detallado de notificaciones
de datos puede incluir un listado detallado de todas las notificaciones de datos presentes, tal como la notificacién de
correspondencia explicada anteriormente o cualquier otra notificacion de datos descrita en la siguiente descripcién. La
notificacién de correspondencia puede proporcionarse como una notificaciéon cautelar o advertencia proporcionada al
usuario indicando la falta de correspondencia. Esto puede permitir al usuario abordar |la falta de correspondencia
mediante el repaso y/o revisiéon del conjunto 906 de control de deteccién seleccionado y/o del conjunto 908 objetivo
de deteccidn. Por ejemplo, una muestra de fluido de control de deteccién en el conjunto 906 de control de deteccidén o
una muestra de fluido objetivo de deteccidén en el conjunto 908 objetivo de deteccién puede resaltarse (por ejemplo,
mediante un color de fondo desplazado o un cambio en el color de fuente, tamafio u otro formato) en el listado 902 de
conjuntos de control de deteccién o en el listado 904 de conjuntos objetivo, lo que indica que no se proporciona ningln
resultado correspondiente. La notificacién de datos puede ser informativa o puede requerir una accién por parte del
usuario para abordar el problema que causa la notificacién antes de determinar un intervalo del factor de dilucién
6ptimo. Por ejemplo, se le puede solicitar al usuario que vuelva al listado 850 de resultados y seleccione un valor
correspondiente apropiado que falte. En el caso de que la notificacién de correspondencia sea cautelar, un usuario
también puede optar por continuar sin abordar el problema que causa la notificacién. Alternativamente, la notificacién
de correspondencia puede provocar un fallo en el médulo 360 de ensayo de deteccién que impida un calculo adicional
del intervalo del factor de dilucién optimizado hasta que y a menos que la condicién que crea la notificacion de
correspondencia sea resuelta por el usuario.

En ciertas realizaciones, como se ha descrito anteriormente, se pueden hacer una o mas muestras de fluido de control
en blanco de deteccién utilizando un tampén de dilucién de muestras y/u otros liquidos reactivos y no utilizando una
matriz de reserva de la muestra. En este caso, la correspondencia directa entre el conjunto 906 de control de deteccidn
y el conjunto 908 objetivo de deteccién puede no ser necesaria, ya que la muestra de fluido de control en blanco de
deteccién puede no tener una dilucién correspondiente a la pluralidad de muestras de fluido objetivo de deteccidn. En
este sentido, el usuario puede seleccionar una seleccién 914 de anulacién de correspondencia de control que anule
cualquier notificacién de correspondencia y haga que el médulo 360 de ensayo de deteccion utilice los resultados de
la muestra de control dados del conjunto de control de deteccién 908 para su uso en la correccién de cada una de la
pluralidad de muestras de fluido objetivo de deteccidn del conjunto 908 objetivo de deteccidn.

El médulo 360 de ensayo de deteccion también puede calcular las indicaciones 912 de cuantificacién corregidas para
cada uno del conjunto 908 objetivo de deteccién. Esto puede incluir la sustraccion de los resultados de citometria de
flujo del conjunto 906 de control de deteccién de los correspondientes del conjunto 908 objetivo de deteccién. A su
vez, el médulo 360 de ensayo de detecciéon puede determinar si alguna indicacién 912 de cuantificacién corregida
resultante es negativa y puede proporcionar una notificaciéon de indicacion de cuantificacién corregida en caso de que
se calcule cualquier indicacién 912 de cuantificacién corregida negativa. Por ejemplo, la notificacién de indicacién de
cuantificaciéon corregida puede dar como resultado una indicacién 924 de notificaciéon de datos. Los detalles de la
notificacién de indicaciéon de cuantificacién corregida también pueden proporcionarse en el listado 926 detallado de
notificaciones de datos, si estd presente. La notificaciéon de indicacién de cuantificacién corregida puede ser una
notificacién cautelar en la que se presenta al usuario una indicacién de la notificaciéon con fines informativos o puede
dar como resultado un fallo que impida el procesamiento posterior por parte del médulo 360 de ensayo de deteccién.
Ademas, una indicaciéon 912 de cuantificacién corregida negativa puede resaltarse en el listado 904 de conjuntos
objetivo por medio de valores resaltados y/o valores proporcionados en un color, tamafio, formato de texto particular
o similar.

Una vez que se han calculado las indicaciones 912 de cuantificacién corregidas para cada uno de los conjuntos 908
objetivo de deteccién, las indicaciones 912 de cuantificacién corregidas pueden representarse en el area 916 de
representacién. Ademas, se puede mostrar una linea 918 de tendencia correspondiente a un ajuste de regresion lineal
de las indicaciones 912 de cuantificacién corregidas. Se puede proporcionar una pantalla 920 del intervalo del factor
de dilucién optimizado que refleje la pendiente 514 de la linea 918 de tendencia como se ha descrito anteriormente en
relaciéon con el anélisis para determinar un intervalo del factor de dilucién optimizado. Ademas, también se puede
proporcionar un valor R?2 512 en la pantalla 920 del intervalo del factor de dilucion optimizado. Se puede solicitar al
usuario que revise el area 916 de representacion y/o la pantalla 920 del intervalo del factor de dilucién optimizado para
verificar los pardmetros de calidad de la dilucién u otros valores que se muestran en ella. Esto puede incluir que se
pida al usuario que compruebe el valor 514 de pendiente o el valor R? 512 para determinar si el ajuste resultante de
las indicaciones de cuantificacién corregidas estd dentro de un intervalo aceptable. El intervalo aceptable puede
mostrarse en la pantalla 920 del intervalo del factor de dilucién optimizado o los propios valores del intervalo del factor
de dilucién optimizado pueden resaltarse o indicarse de otro modo como aceptables o inaceptables para un intervalo
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aceptable dado que se define para los parametros de calidad de dilucién del ajuste. Por ejemplo, los valores del
intervalo del factor de dilucién optimizado que se muestran en la pantalla 920 del intervalo del factor de dilucién
optimizado pueden resaltarse en un color particular para designar si el valor es aceptable o inaceptable. Por ejemplo,
los valores pueden resaltarse en verde para los valores aceptables o pueden resaltarse en rojo para los valores
inaceptables. De forma alternativa o adicional, el color del texto puede utilizarse como una indicacién de valores
aceptables o inaceptables en cualquiera de las pantallas descritas en la presente memoria. El médulo 360 de ensayo
de deteccién puede definir o permitir que el usuario defina (por ejemplo, mediante una entrada de la inferfaz 380 grafica
de usuario) una definicién de un intervalo aceptable para los parametros de calidad de la dilucién (por ejemplo, un
intervalo aceptable para la pendiente y/o un intervalo aceptable para el valor de R?). De forma alternativa o adicional,
es posible que no se genere una linea 918 de tendencia dentro del area 916 de representacion si los pardmetros de
calidad de la dilucién para las indicaciones 912 de cuantificaciéon corregidas no estan dentro de un intervalo aceptable
correspondiente. Ademas, si los parametros de calidad de la dilucién no estan dentro del intervalo aceptable, se puede
presentar una notificacién de ajuste al usuario. La notificaciéon de ajuste puede incluir una pantalla para el usuario, tal
como un resaltado u otra indicacién de que un parametro de calidad de la dilucién est4 fuera de un intervalo aceptable.
La notificacién de ajuste también puede dar como resultado un indicador 924 de notificacién de datos y un listado de
la notificacién de ajuste en el listado 926 detallado de notificaciones de datos. En este sentido, la notificacién de ajuste
puede ser una notificacién cautelar que permita al usuario anular la notificacién y continuar calculando el intervalo de
dilucién optimizado. De forma alternativa, es posible que no se muestre un intervalo de dilucién opcional hasta que y
a menos que se determine que los pardmetros de calidad de la diluciéon estan dentro de un intervalo aceptable (por
ejemplo, mediante la delecién una o mas de las indicaciones 912 de cuantificacion corregidas para que no se utilicen
en el calculo de la linea 918 de tendencia). Ademas, se puede proporcionar una linea 922 de tendencia idealizada en
el area 916 de representacién para ayudar al usuario a revisar la linea 918 de tendencia.

Una vez que se ha confirmado que la linea 918 de tendencia refleja el intervalo dindmico del instrumento, el intervalo
del factor de dilucién optimizado puede presentarse al usuario en la pantalla 920 del intervalo del factor de dilucién
optimizado. Como se ha descrito anteriormente, el intervalo del factor de dilucién optimizado puede extenderse entre
un limite de factor de dilucién inferior correspondiente al limite de concentracién de rendimiento superior y un limite de
factor de dilucién superior correspondiente al limite de concentracidén de rendimiento inferior. El limite de concentracién
de rendimiento superior y el limite de concentracién de rendimiento inferior se pueden proporcionar en la pantalla 920
del intervalo del factor de dilucién optimizado junto con un factor de diluciéon correspondiente enumerado en relacién
con el mismo. De forma alternativa, se puede presentar un factor de dilucién redondeado que comprenda una dilucién
conveniente para un usuario en la pantalla 920 del intervalo del factor de dilucién optimizado. Es decir, el limite del
factor de dilucién inferior y el limite del factor de dilucién superior de un intervalo del factor de dilucién optimizado
pueden corresponder a factores de dilucién que son relativamente incémodos de preparar. Como tal, el médulo 360
de ensayo de deteccién puede seleccionar uno o mas factores de dilucién convenientes dentro del intervalo del factor
de dilucién para presentarlos al usuario para su uso como un factor de dilucién optimizado. Esto puede incluir factores
de dilucién redondeados dentro del intervalo del factor de dilucién optimizado. Como ejemplo, si el intervalo del factor
de dilucién optimizado esta entre 88 y 242, se pueden sugerir al usuario factores de dilucién redondeados de 100 o
200 como factores de dilucidn convenientes que permiten una preparacidén de la muestra de fluido objetivo optimizada
y més facil. En este sentido, el intervalo del factor de dilucién optimizado no necesita abarcar entre un limite superior
e inferior, sino que podria proporcionarse como un Unico valor del factor de dilucién como se ha descrito anteriormente.

Una vez que se ha presentado al usuario el intervalo del factor de dilucién optimizado, se puede realizar un anélisis
de titulos utilizando el médulo 370 de ensayo de titulos. Esto puede incluir la preparacién de muestras 396 de fluido
objetivo optimizadas que tengan una dilucién dentro del intervalo de dilucién objetivo segun lo determinado por el
mébdulo 360 de ensayo de deteccién. En este sentido, las muestras 396 de fluido objetivo optimizadas pueden tener
un factor de dilucién que esté dentro del intervalo del factor de dilucién optimizado. En una realizacidn, el médulo 360
de ensayo de deteccidn puede presentar instrucciones a un usuario en relacién con la preparacidén de las muestras
396 de fluido objetivo optimizadas de modo que las muestras 396 de fluido objetivo optimizadas estén dentro del
intervalo del factor de dilucién optimizado. En cualquier sentido, las muestras 396 de fluido objetivo optimizadas
pueden someterse a una investigacion por citometria de flujo mediante la citometria 100 de flujo y los resultados de la
citometria de flujo para las muestras 396 de fluido objetivo optimizadas pueden proporcionarse a la base de datos de
resultados de la citometria 310 de flujo. Ademés, también se pueden preparar una o mas muestras 399 de fluido de
control en blanco optimizadas y someterlas a una investigaciéon por citometria de flujo. Las muestras 399 de fluido de
control en blanco optimizadas pueden ser similares a las muestras de fluido de control en blanco de deteccién que se
pueden hacer utilizando una matriz de fluido en blanco de la reserva de muestras correspondiente y, en ausencia de
las particulas objetivo, con un factor de dilucién correspondiente, como se utiliza para las muestras de fluido objetivo
optimizadas (por ejemplo, en una dilucién dentro del intervalo de dilucién objetivo optimizado). Una muestra 399 de
fluido de control en blanco optimizada puede hacerse sin utilizar la matriz de fluido de reserva de muestra
correspondiente y, de forma alternativa, puede incluir un tampén de dilucién de muestra y/u otros liquidos reactivos en
su lugar y con los tintes 0 manchas correspondientes proporcionados para proporcionar una muestra de fluido de
control en blanco en relacién con las muestras 396 de fluido objetivo optimizadas.

A su vez, el usuario puede utilizar la pantalla 800 de resultados como se muestra en la Figura 10 mediante la seleccidn

de la pestafia 824 de resultados para seleccionar un conjunto objetivo optimizado y un conjunto de control optimizado
del listado 850 de resultados. Se puede utilizar un subment 886 de seleccién de titulos del menu 878 de designacion
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de resultados para designar los resultados de la citometria de flujo del listado 850 de resultados como miembros de
un conjunto objetivo optimizado de muestras de fluido objetivo optimizadas o miembros de un conjunto de control
optimizado que comprende una o mas muestras de fluido de control en blanco optimizadas de una manera similar a
la explicada anteriormente en relacidén con la seleccién del conjunto objetivo de deteccién y el conjunto de control de
deteccién para el funcionamiento del médulo 360 de ensayo de deteccién. Es decir, el subment 886 de seleccidn de
titulos también puede tener una seleccién del conjunto de control optimizado y una seleccién del conjunto objetivo
optimizado en el subment 886 de seleccion de titulos que pueden utilizarse para designar un conjunto de control
optimizado y un conjunto objetivo optimizado, respectivamente, a partir del listado 850 de resultados.

Con referencia adicional a las Figuras 15-16, se representa la pantalla 1000 de ensayo de titulos. Se puede acceder
a la pantalla 1000 de ensayo de titulos seleccionando la pestafia 828 de titulos en la barra 820 de seleccién de pantalla.
La pantalla 1000 de ensayo de titulos puede incluir un listado 1002 de conjuntos de control optimizados que refleja un
conjunto 1008 de control optimizado seleccionado por el usuario de la lista 850 de resultados y una lista 1004 de
conjuntos objetivo optimizados que refleja un conjunto objetivo optimizado seleccionado por el usuario del listado 850
de resultados. El médulo 370 de ensayo de titulos puede funcionar para calcular los resultados de titulos de particulas
para la reserva de muestras objetivo basandose en el conjunto 1006 objetivo optimizado y el conjunto 1008 de control
optimizado seleccionados por el usuario. Los resultados de titulos de particulas pueden mostrarse en una porcién
1010 de los resultados de titulos de la pantalla 1000 de ensayo de titulos. Los resultados de titulos de particulas
pueden incluir un titulo medio 1012 de la reserva 394 de muestra objetivo, una desviacién estdndar 1014 de los
resultados de la citometria de flujo del conjunto 1006 objetivo optimizado y un coeficiente 1016 de variacién para los
resultados de titulos de particulas. El titulo promedio 1012 puede ser una concentracién promedio de particulas
objetivo en la reserva de muestra objetivo segln lo determinado a partir del conjunto 1006 objetivo optimizado.

En relacién con la determinacién de los resultados 1010 de titulos de particulas, el médulo 370 de ensayo de titulos
puede calcular las indicaciones 1026 de cuantificacién corregidas para el conjunto 1006 objetivo optimizado en funcién
del conjunto 1002 de control optimizado. Esto puede incluir la sustraccién de un resultado promedio del conjunto 1002
de control optimizado de los resultados de la citometria de flujo del conjunto 1004 objetivo optimizado. Al igual que
con la operacién del médulo 360 de ensayo de deteccién, si el médulo 370 de ensayo de titulos determina que
cualquier indicacién 1026 de cuantificacidn corregida para el conjunto 1006 objetivo optimizado es negativa, se puede
presentar una notificacién de indicacién de cuantificacién corregida que puede notificar al usuario la circunstancia que
crea la notificaciéon y/o impedir la determinacidén de los resultados 1010 de titulos de particulas. Por ejemplo, como se
muestra en la Figura 16, también se puede proporcionar un indicador 928 de notificacién de datos en la pantalla 1000
de ensayo de titulos en caso de que esté presente una notificacién de datos en relacidén con el funcionamiento del
médulo 370 de ensayo de titulos. Si bien no se muestra, también se puede proporcionar un listado detallado de
notificaciones de datos como el descrito en relacién con la Figura 14 al seleccionar el indicador 926 de notificacién de
datos para la pantalla 1000 de ensayo de titulos. El listado detallado de notificaciones de datos en la pantalla 1000 de
ensayo de titulos puede proporcionar detalles de notificacién de datos para el funcionamiento del médulo 270 de
ensayo de titulos.

Ademas, el médulo 370 de ensayo de titulos puede verificar que un factor de dilucién para todo el conjunto 1008 de
control optimizado y el conjunto 1006 objetivo optimizado esté dentro del intervalo de dilucidn éptimo establecido por
el médulo 360 de ensayo de deteccidén. En el caso de que un resultado esté fuera del intervalo del factor de dilucién
optimizado, se puede presentar una notificacién del factor de dilucién en relacién con un miembro del conjunto 1008
de control optimizado o del conjunto 1006 objetivo optimizado fuera del intervalo del factor de dilucién optimizado, y
se puede mostrar el indicador 926 de notificacién de datos. También, se puede resaltar el valor que esta fuera del
intervalo aceptable o se puede cambiar el color, el tamafio o el formato de la fuente para indicar la notificacién de
datos como se ha descrito anteriormente. Ademés, se puede establecer un limite absoluto de dilucién que puede ser
un intervalo més amplio que el intervalo objetivo optimizado. También se puede presentar una notificacién del factor
de dilucién si alguno del conjunto 1008 de control optimizado o del conjunto 1006 objetivo optimizado esta fuera del
intervalo absoluto del factor de dilucién.

Ademas, puede apreciarse que el resultado 1012 de titulos promedio puede basarse en un factor de dilucién del
conjunto 1006 objetivo optimizado (por ejemplo, en relacién con la extrapolacién de las indicaciones de cuantificacién
de particulas de la muestra diluida a los resultados de particulas en la reserva 394 de fluido de la muestra objetivo no
diluida). En este sentido, el médulo 370 de ensayo de titulos puede determinar o calcular un factor 1028 de dilucién
efectivo para determinar el titulo promedio 1012. El factor de dilucién efectivo puede rellenarse automéaticamente en
funcién de los factores de dilucién para el conjunto 1006 de control optimizado.

La porcién 1010 de resultados del titulo también puede incluir un limite (SQL) 1018 de calificacién de la muestra
calculado. EI SQL 1018 puede determinarse en funcidn de los resultados de la citometria de flujo para el conjunto
1006 objetivo optimizado y el conjunto 1008 de control optimizado. EI SQL 1018 puede corresponder a un limite en el
que se puede determinar un resultado de muestra con la precisién y exactitud adecuadas en una matriz dada de
resultados de muestra. El SQL 1018 puede determinarse en funcién del resultado promedio del conjunto 1008 de
control optimizado, la variabilidad observada del conjunto 1006 objetivo optimizado (por ejemplo, como se refleja en
la desviacién estandar del conjunto de control optimizado) y el grado 1020 de confianza deseado. El usuario puede
seleccionar el grado 1012 de confianza deseado en la porcién 1010 de resultados del titulo. En este sentido, el SQL
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1018 se puede utilizar para determinar si el resultado de la muestra es estadisticamente significativamente mayor que
una sefial de fondo de la matriz de la muestra. EI SQL 1018 puede calcularse en funcién del promedio de los resultados
del conjunto 1008 de control optimizado. Especificamente, se puede calcular una desviacién estandar del conjunto
1008 de control optimizado. También se puede calcular un intervalo de confianza en funcién de la desviacién estandar
del conjunto 1008 de control optimizado. El intervalo de confianza puede ser la desviacién estandar del conjunto 1008
de control optimizado multiplicada por un valor de confianza apropiado determinado a partir de una tabla de distribucién
t. El valor de confianza puede determinarse en funcién de los grados de libertad de los datos (por ejemplo, un valor
inferior en uno al numero de réplicas del conjunto 1008 de control optimizado) y en funcién del grado 1020 de confianza
seleccionado. El valor de confianza resultante puede afiadirse al valor medio de las mediciones del conjunto de control
optimizado para definir el SQL 1018.

Como se representa en la Figura 17, el SQL 1018 se representa como una barra de error en relacién con un resultado
de muestra 1022 de fluido de control en blanco optimizado en una representacién. Como puede apreciarse, el resultado
de la muestra 1024 de fluido objetivo optimizado correspondiente al resultado de la muestra 1022 de fluido de control
en blanco optimizado representado en la Figura 12 se proporciona fuera del SQL 1018, como se muestra en relacién
con el resultado de la muestra 1022 de fluido de control en blanco optimizado. Sin embargo, si un resultado de la
muestra 1024 de fluido objetivo optimizado no esta fuera del SQL 1018 definido en relacién con un resultado de la
muestra 1022 de fluido de control en blanco optimizado correspondiente, se puede proporcionar una notificaciéon de
SQL en la inferfaz 380 gréfica de usuario. Ademés, la notificacién SQL puede impedir el calculo del titulo de particulas
promedio en la porcién de resultado del titulo de particulas.

El médulo 370 de ensayo de titulos puede realizar otra confirmacién de los datos utilizados para calcular los resultados
de titulos de particulas y/o los propios resultados de titulos de particulas. En este sentido, se puede proporcionar una
notificacién de titulos si alguno de los resultados 1010 de titulos de particulas estéa fuera de un limite aceptable definido,
que un usuario puede proporcionar o definir para cualquiera del titulo promedio 1012 de la reserva 394 de muestra
objetivo, una desviacién estandar 1014 de los resultados de citometria de flujo del conjunto 1006 objetivo optimizado
y un coeficiente 1016 de variacién para los resultados de titulos de particulas.

Si bien la invenciéon se ha ilustrado y descrito en detalle en los dibujos y en la descripcién anterior, dicha ilustracién y
descripcién deben considerarse de caracter ilustrativo y no restrictivo. Por ejemplo, ciertas realizaciones descritas
anteriormente en la presente memoria pueden combinarse con otras realizaciones descritas y/o disponerse de otras
maneras (por ejemplo, los elementos del proceso pueden realizarse en otras secuencias). En consecuencia, debe
entenderse que solo se han mostrado y descrito la realizacion preferida y variantes de la misma y que se desea
proteger todos los cambios y modificaciones que estan cubiertos por las reivindicaciones.

La descripcién de una caracteristica o caracteristicas en una combinacién particular no excluye la inclusién de una
caracteristica o caracteristicas adicionales en una variacién de la combinacién particular. Las etapas de procesamiento
y la secuenciacién son solo para ilustracién, y dichas ilustraciones no excluyen la inclusién de otras etapas u otra
secuenciacion de etapas en una medida no necesariamente incompatible. Pueden incluirse etapas adicionales entre
las etapas de procesamiento ilustradas o antes o después de cualquier etapa de procesamiento ilustrada en una
medida no necesariamente incompatible.

Las expresiones “que comprende”, “que contiene”, “que incluye™ y “que tiene”, y las variaciones gramaticales de
estas expresiones, pretenden ser inclusivos y no limitantes en el sentido de que el uso de dichas expresiones indica
la presencia de una condicién o caracteristica declarada, pero no la exclusién de la presencia también de cualquier
otra condicidén o caracteristica. El uso de las expresiones “que comprende”, “que contiene”, “que incluye” y “que
tiene”, y las variaciones gramaticales de esas expresiones para referirse a la presencia de uno o mas componentes,
subcomponentes o materiales, también incluyen y pretenden describir realizaciones mas especificas en las que la
expresioén “que comprende”, “que contiene”, “que incluye” o “que tiene” (o la variacién de dicha expresion), segln
sea el caso, se reemplaza por cualquiera de las expresiones més restringidos “que consisten esencialmente en” o
“que consiste en” o “que consiste Unicamente en” (o cualquier variacién gramatical apropiada de dichas expresiones
mas restringidas). Por ejemplo, una declaracién de que algo “comprende” un elemento o elementos declarados
también tiene la intencién de incluir y describir las realizaciones mas especificas y restringidas de la cosa “que consiste
esencialmente en” el elemento o elementos declarados, y la cosa “que consiste en” el elemento o elementos
declarados. Se han proporcionado ejemplos de diversas caracteristicas con fines ilustrativos, y las expresiones
“ejemplo”, “por ejemplo” y similares indican ejemplos ilustrativos que no son limitantes y no deben considerarse como
una limitaciéon de una caracteristica o caracteristicas a ningln ejemplo particular. La expresién “al menos™ seguida de
un namero (por ejemplo, “al menos uno™) significa ese nimero o mas que ese nimero. Como se usa en la presente
memoria, un intervalo para una caracteristica se refiere a uno o mas valores para esa caracteristica dentro de un limite
superior y un limite inferior, incluyendo el limite superior e inferior, e incluye situaciones en las que el limite superior y
el limite inferior son los mismos, es decir, cuando el intervalo incluye un Unico valor representado por el limite superior
e inferior iguales.
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REIVINDICACIONES

Un método de citometria de flujo para la cuantificacién de particulas objetivo con atributos de particulas
particulares en una reserva (394) de fluido de la muestra objetivo que utiliza un citometro (100) de flujo que
operable para hacer fluir una muestra de fluido a través de una zona de investigacion por citometria de flujo
sometida a investigacién de radiacion de excitacion y para detectar y medir la radiacion de respuesta de la
zona de investigacién y para determinar y emitir un resultado de la citometria de flujo que incluye una
indicacién de cuantificacién de las particulas objetivo en cada una de dichas muestras de fluido,
comprendiendo el método:

someter a una primera evaluacién por citometria de flujo un conjunto (406) objetivo de deteccién de
muestras (406a, 406b, 406c, 406d) de fluido objetivo de deteccidén que comprende una serie de
diluciones de la reserva (390) de fluido de muestra de deteccién diluido en una pluralidad de factores
de dilucién, en donde el sometimiento a una primera evaluacién por citometria de flujo comprende:

hacer fluir cada una de dichas muestras (406a, 406b, 406c, 406d) de fluido objetivo de
deteccién a través de la zona de investigacion del citémetro (100) de flujo y en la zona de
investigacion someter cada una de dichas muestras (406a, 406b, 406c, 406d) de fluido
objetivo de deteccidn a la radiacion de excitacién de investigacion,

detectar la radiacion de respuesta de la zona de investigaciéon y generar para cada una de
dichas muestras (406a, 406b, 406¢, 406d) de fluido objetivo de deteccidén un resultado de
dicha citometria de flujo que incluye dicha indicacién de cuantificaciéon de las particulas
objetivo para la muestra de fluido objetivo de deteccidn, y

almacenar los resultados de la citometria de flujo para el conjunto (406) objetivo de
deteccién en la memoria (320) del ordenador, teniendo la memoria (320) almacenada en
ella un médulo (360) de ensayo de deteccién accesible y ejecutable por un procesador
(330) y un médulo (370) de ensayo de titulos accesible y ejecutable por el procesador (330);

ejecutar el médulo (360) de ensayo de deteccién mediante el procesador (330), en donde dicha
ejecucién del médulo (360) de ensayo de deteccién comprende:

calcular una indicacion de cuantificacién corregida para cada una de al menos una porcién de
pluralidad de las muestras (406a, 406b, 406¢, 406d) de fluido objetivo de deteccion,
caracterizdndose el método porque el calculo de una indicacién de cuantificacién corregida para
cada una de al menos una porcién de pluralidad de muestras de fluido objetivo de deteccién
comprende la comparacién de los primeros resultados de la citometria de flujo seleccionados del
conjunto (406) objetivo de deteccién de la memoria (320) con los segundos resultados de la
citometria de flujo correspondientes seleccionados de un conjunto (408) de control de deteccidn
seleccionado de la memoria (320), incluyendo el conjunto (408) de control de deteccién al menos
una muestra (408a, 408b, 408c, 408d) de fluido de control en blanco de deteccién correspondiente
al conjunto (406) objetivo de deteccion y basandose, al menos en parte, en la comparacion,
ajustando las indicaciones de cuantificacién para los primeros resultados de la citometria de flujo
seleccionados a las indicaciones de cuantificacién corregidas, y

determinar, basandose en el anélisis de las indicaciones de cuantificacién corregidas, un intervalo
del factor de dilucién de la muestra optimizado para la reserva (390) de fluido de la muestra de
deteccién y guardar el intervalo del factor de dilucién de la muestra optimizado en la memoria (320);
someter a una segunda evaluacién por citometria de flujo un conjunto objetivo optimizado de
muestras de fluido objetivo optimizadas, comprendiendo cada una la reserva (394) de fluido de la
muestra objetivo diluida hasta un factor de dilucién de la muestra optimizado dentro del intervalo del
factor de dilucién de la muestra optimizado, en donde el sometimiento a una segunda evaluacién
por citometria de flujo comprende:

hacer fluir cada muestra de fluido objetivo optimizada a través de la zona de investigacidn
del citbmetro (100) de flujo y, en la zona de investigacién, someter cada muestra de fluido
objetivo optimizada a la radiacién de excitacién de investigacion,

detectar la radiacidén de respuesta de la zona de investigacién y generar para cada dicha
muestra de fluido objetivo optimizada un resultado de la citometria de flujo que incluye
dicha indicaciéon de cuantificacién de las particulas objetivo para la muestra de fluido
objetivo optimizada, y

almacenar los resultados de la citometria de flujo para el conjunto objetivo optimizado en
la memoria (320);

ejecutar el médulo (370) de ensayo de titulos con el procesador (330), en donde dicha ejecucion del
mébdulo (370) de ensayo de titulos comprende:

acceder a los resultados de la citometria de flujo para el conjunto objetivo optimizado en la
memoria (320), y
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calcular, utilizando los resultados de citometria de flujo para el conjunto objetivo optimizado,
los resultados de titulos de particulas para la reserva (394) de fluido de la muestra objetivo;

y

almacenar los resultados de titulos de particulas para la reserva (394) de fluido de la muestra
objetivo en la memoria (320).

El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas:

mostrar en una pantalla (350) de una inferfaz (380) grafica de usuario un listado de resultados
correspondiente a los resultados de la citometria de flujo almacenados en la memoria (320), teniendo
la inferfaz (380) gréfica de usuario un dispositivo (340) de entrada de usuario; y

recibir una primera seleccién de titulos del usuario por parte del dispositivo (340) de entrada de
usuario de la inferfaz (380) gréfica de usuario, comprendiendo la primera seleccion de titulos los
resultados de la citometria de flujo para las muestras de fluido objetivo optimizadas que el usuario
selecciona del listado de resultados.

El método de una cualquiera de la reivindicacion 1 o de la reivindicacién 2, que comprende ademés:

someter a una tercera evaluacién de citometria de flujo el conjunto (408) de control de deteccién
que comprende al menos una muestra (408a, 408b, 408c, 408d) de fluido de control en blanco de
deteccién, y el sometimiento a una tercera evaluacién de citometria de flujo que comprende:

hacer fluir cada una de dichas muestras (408a, 408b, 408c, 408d) de fluido de control en
blanco de deteccidén a través de la zona de investigacién del citdmetro (100) de flujo y en
la zona de investigacién someter cada una de dichas muestras (408a, 408b, 408c, 408d)
de fluido de control en blanco de deteccién a la radiacién de excitacién de investigacién,
detectar la radiacion de respuesta de la zona de investigaciéon y generar para cada una de
dichas muestras (408a, 408b, 408c, 408d) de fluido de control en blanco de deteccidén un
resultado de dicha citometria de flujo que incluye dicha indicacidén de cuantificacién de las
particulas objetivo para la muestra (408a, 408b, 408¢c, 408d) de fluido de control en blanco
de deteccién;

recibir una segunda seleccién de deteccién de un usuario mediante un dispositivo (340) de
entrada de usuario de una inferfaz (380) grafica de usuario, comprendiendo la segunda
seleccién de deteccién los resultados de la citometria de flujo para la al menos una muestra
(408a, 408b, 408c, 408d) de fluido de control en blanco de deteccién de un listado de
resultados que se muestra en la inferfaz (380) gréfica de usuario; y

acceder a la memoria (320) para recuperar los segundos resultados de la citometria de
flujo seleccionados para la al menos una muestra (408a, 408b, 408c, 408d) de fluido de
control en blanco de deteccién basandose en la segunda seccién de deteccién que
selecciona el usuario del listado de resultados.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la ejecucién del médulo (370) de ensayo
de titulos comprende ademas:

calcular los resultados de titulos de particulas para la reserva (394) de fluido de la muestra objetivo utilizando
los resultados de la citometria de flujo para el conjunto objetivo optimizado y un conjunto de control optimizado
que comprende al menos una muestra de fluido de control en blanco optimizada correspondiente al conjunto
objetivo optimizado.

El método de la reivindicacién 4, en donde la ejecucién del mddulo (370) de ensayo de titulos comprende
ademas:

determinar un limite (SQL) de calificacion de la muestra para los resultados de la citometria de flujo
para el conjunto objetivo optimizado en funcién de los resultados de la citometria de flujo para el
conjunto de control optimizado; y

proporcionar en una inferfaz (380) gréfica de usuario una indicacién de una notificacion de SQL si
el resultado de la citometria de flujo para uno cualquiera de los conjuntos objetivo optimizados no
supera el SQL.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde, al ejecutar el médulo (360) de ensayo
de deteccidn, la determinacién de un factor de dilucién de la muestra optimizado comprende ademas:
calcular un ajuste de las indicaciones de cuantificaciéon corregidas en relacién con multiples de dichos factores
de dilucién de la serie de diluciones, en donde la porcidén de pluralidad de las muestras (406a, 406b, 406c,
406d) de fluido objetivo de deteccidn de los primeros resultados de la citometria de flujo seleccionados
representan los dichos multiples factores de dilucion.
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El método de la reivindicacién 6, en donde la ejecucién del médulo (360) de ensayo de deteccién comprende
ademas:

comparar el ajuste en relacién con uno o mas parametros de calidad de dilucién, en donde el
intervalo del factor de dilucién optimizado de la muestra se determina después de que el ajuste se
conforme a los parametros de calidad de dilucién aceptables; y

proporcionar una indicacién de una notificacién de ajuste si el ajuste para una dicha porcién de
pluralidad de muestras (406a, 406b, 406c, 406d) de fluido objetivo de deteccién no se conforma a
los parametros de calidad de dilucién aceptables.

El método de una cualquiera de la reivindicacién 6 o de la reivindicacién 7, en donde

el intervalo optimizado del factor de dilucién de la muestra se define entre un limite (706) de factor de dilucién
optimizado superior y un limite (708) de factor de dilucién optimizado inferior, en donde el limite (706) de
factor de dilucidén optimizado superior corresponde a un valor de dilucién en el ajuste correspondiente a un
limite de concentracién del rendimiento optimizado inferior y el limite (708) de factor de dilucién optimizado
inferior corresponde a un valor de dilucién en el ajuste correspondiente a un limite de concentracién del
rendimiento optimizado superior.

El método de la reivindicacién 8, en donde la ejecucién del médulo (360) de ensayo de deteccién comprende
ademas:
proporcionar una indicacion del intervalo del factor de diluciéon de la muestra optimizado a un usuario.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde:

los resultados del titulo de particulas comprenden una concentraciéon calculada de las particulas
objetivo en la reserva (394) de fluido de la muestra objetivo;

la ejecucién del médulo (370) de ensayo de titulos comprende ademés calcular uno o mas
parametros de titulos con respecto a los resultados de titulos de particulas;

los uno 0 mas parametros de titulo comprenden una desviacién estandar de mdltiples de dichas
concentraciones correspondientes a multiples de dichas muestras de fluido objetivo optimizadas;
los uno o0 mas parametros de titulos comprenden un coeficiente de variacién de multiples de dichas
concentraciones correspondientes a multiples de dichas muestras de fluido objetivo optimizadas; y
la ejecucién del médulo (370) de ensayo de titulos comprende ademés proporcionar una indicacién
en una inferfaz (380) grafica de usuario de una notificacién de titulos si se determina que dicho
parametro de titulos estd fuera de un intervalo de valores de parametro de titulos aceptable
correspondiente.

Un sistema (300) de citometria de flujo para la cuantificacién de particulas en una reserva (394) de fluido de
muestra objetivo, comprendiendo el sistema (300) de citometria de flujo:

un citémetro (100) de flujo operable para hacer fluir una muestra de fluido a través de una zona de
investigacion de citometria de flujo sometida a radiacién de excitacién de investigacién y para
detectar y medir la radiacién de respuesta desde la zona de investigacion y para determinar y emitir
un resultado de la citometria de flujo que incluye una indicacién de cuantificaciéon de las particulas
objetivo con atributos de particula particulares en cada una de dichas muestras de fluido;

el sistema (300) de citometria de flujo que comprende ademas:

una memoria (320) para recibir y almacenar los resultados de la citometria de flujo y que
incluye dicho resultado de la citometria de flujo para cada uno de los conjuntos (406)
objetivo de detecciéon de una pluralidad de muestras (406a, 406b, 406¢, 406d) de fluido
objetivo de deteccién, comprendiendo cada una de dichas muestras (406a, 406b, 406c,
406d) de fluido objetivo de deteccidn, una reserva (390) de fluido de muestra de deteccién
para la evaluacidon de la citometria de flujo para las particulas objetivo y la pluralidad de
muestras (406a, 406b, 406¢, 406d) de fluido objetivo de deteccién que comprenden una
serie de diluciones de la reserva del fluido de muestra (390) de deteccién diluido en una
pluralidad de factores de dilucion;

una inferfaz (380) grafica de usuario que comprende una pantalla (350) para presentar a
un usuario un listado de resultados correspondiente a los resultados de citometria de flujo
almacenados en la memoria (320) y un dispositivo (340) de entrada de usuario para recibir
de un usuario una seleccién de los resultados de la citometria de flujo del listado de
resultados;

un médulo (360) de ensayo de deteccién ejecutable por un procesador (330) para
configurar el procesador (330) para:
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acceder a la memoria (320) para recuperar los resultados de la citometria de flujo
para el conjunto (406) objetivo de deteccién basédndose en una primera seleccidén
de deteccidn que es seleccionada por el usuario del listado de resultados,
calcular las indicaciones de cuantificacion corregidas de las particulas objetivo
para al menos una porcion de pluralidad de las muestras (406a, 406b, 406¢, 406d)
de fluido objetivo de detecciébn de la primera seleccidén de deteccién que
representan multiples de dichos factores de dilucién de la serie de dilucién,
calcular un ajuste de las indicaciones de cuantificacién corregidas en relacién con
dichos multiples factores de dilucion,

determinar un intervalo del factor de dilucién de la muestra optimizado para la
investigacion por citometria de flujo de la reserva (390) de fluido de la muestra de
deteccién utilizando el citémetro (100) de flujo basandose en un anélisis del ajuste
de las indicaciones de cuantificacidén corregidas, y

presentar una indicacién del intervalo del factor de dilucién de la muestra optimizado en la
pantalla (350) de la inferfaz (380) gréfica de usuario;

en donde la memoria (320) funciona ademas para recibir y almacenar un dicho resultado
de la citometria de flujo para cada uno de un conjunto objetivo optimizado de una pluralidad
de muestras de fluido objetivo optimizadas, comprendiendo cada una la reserva (394) de
fluido de la muestra objetivo para la evaluacidén por citometria de flujo de las particulas
objetivo con los atributos de particula particulares, en donde la pluralidad de muestras de
fluido objetivo optimizadas del conjunto objetivo optimizado comprende un factor de
dilucién de la reserva (394) de fluido de la muestra objetivo diluido dentro del intervalo del
factor de dilucién de la muestra optimizado; y

un médulo (370) de ensayo de titulos ejecutable por el procesador (330) para configurar el
procesador (330) para:

acceder a la memoria (320) para recuperar los resultados de la citometria de flujo
para el conjunto objetivo optimizado basandose en una primera selecciéon de
titulos que es seleccionada por el usuario del listado de resultados, y

determinar los resultados de titulos de particulas para la reserva (394) de fluido
de la muestra objetivo basandose en los resultados de citometria de flujo del
conjunto objetivo optimizado de la primera seleccién de titulos y presentar los
resultados de titulos de particulas en la pantalla (350) de la inferfaz (380) grafica
de usuario.

12. El sistema de citometria de flujo de la reivindicacién 11, en donde:

la memoria (320) recibe y almacena un dicho resultado de la citometria de flujo para cada uno de
los conjuntos (408) de control de deteccidén con al menos una muestra (408a, 408b, 408c, 408d) de
fluido de control en blanco de deteccién correspondiente al conjunto objetivo de deteccion;

el médulo (360) de ensayo de deteccién funciona ademas para:

recuperar los resultados de la citometria de flujo para el conjunto (408) de control de
deteccién basandose en una segunda seleccion de deteccién que es seleccionada por el
usuario del listado de resultados,

confirmar que la segunda seleccién de deteccién comprende un dicho resultado de la
citometria de flujo para una dicha muestra (408a, 408b, 408c, 408d) de fluido de control en
blanco de deteccidn correspondiente a cada una de la porcién de pluralidad de las muestras
(406a, 406b, 406¢, 406d) de fluido objetivo de deteccion de la primera seleccién de
deteccion,

confirmar si o no la indicacién de cuantificaciéon de las particulas objetivo de cada una de
dichas muestras (406a, 406b, 406¢, 406d) de fluido objetivo de deteccién de la primera
seleccion de deteccibn es mayor que una dicha indicaciébn de cuantificacién
correspondiente de las particulas objetivo del conjunto (408) de control de deteccidn de la
segunda seleccién de deteccién, y

comparar uno 0 mas parametros de calidad de diluciéon del ajuste con uno o mas
parametros de calidad de dilucién aceptables, en donde el intervalo del factor de dilucién
de la muestra optimizado se basa en una porcién identificada de dicha pluralidad de las
muestras (406a, 406b, 406¢, 406d) de fluido objetivo de deteccidn de la primera seleccién
de deteccidn que tienen uno 0 mas parametros de calidad de dilucién aceptables,

en donde la memoria (320) recibe y almacena un dicho resultado de citometria de flujo para un

conjunto de control optimizado con al menos una muestra de fluido de control en blanco optimizada
correspondiente al conjunto objetivo optimizado; y
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el médulo (370) de ensayo de titulos es ejecutable por el procesador (330) para configurar ademas
el procesador (330) para:

recuperar los resultados de la citometria de flujo para el conjunto de control optimizado
basandose en una segunda seleccién de titulos que el usuario selecciona del listado de
resultados,

en donde los resultados de titulos de particulas para la reserva (394) de fluido de la muestra
objetivo se basan en los resultados de la citometria de flujo para el conjunto objetivo
optimizado de la primera seleccidén de titulos y el conjunto de control optimizado de la
segunda seleccién de titulos.

El sistema de citometria de flujo de la reivindicacion 12, en donde el mddulo (370) de ensayo de titulos
funciona ademas para:

calcular uno o mas parametros de titulos con respecto a los resultados de titulos de particulas,
presentar el uno o més parametros de titulos en la pantalla (350) de la inferfaz (380) grafica de
usuario; y

proporcionar una indicacién de una notificacién de titulos si el uno o méas parametros de titulos estan fuera
de un parametro de titulos aceptable correspondiente.

El sistema de citometria de flujo de una cualquiera de la reivindicacién 12 o de la reivindicacién 13, en donde
el médulo (370) de ensayo de titulos funciona ademas para:

determinar un limite (SQL) de calificacion de la muestra para los resultados de la citometria de flujo
para el conjunto objetivo optimizado de la primera seleccién de titulos basandose en los resultados
de la citometria de flujo para el conjunto de control optimizado de la segunda seleccién de titulos; y
proporcionar una indicaciéon de una notificacién de SQL si el resultado de la citometria de flujo para
uno cualquiera de los dichos conjuntos objetivo optimizados no supera el SQL.

El sistema de citometria de flujo de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en donde el médulo (360)
de ensayo de deteccién funciona ademas para:

proporcionar una indicacién de una notificacién de ajuste si el ajuste para una dicha porcién de pluralidad de
muestras (406a, 406b, 406¢c, 406d) de fluido objetivo de deteccién de la primera seleccién de deteccién no
proporciona un dicho ajuste que tenga pardmetros de calidad de dilucién que se conformen a dichos uno o
més pardmetros de calidad de dilucién aceptables.

El sistema de citometria de flujo de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en donde el médulo (370)
de ensayo de titulos funciona ademas para:

confirmar que los resultados de la citometria de flujo de la pluralidad de muestras de la primera
seleccién de titulos comprenden un factor de dilucién aceptable dentro del intervalo del factor de
dilucién de la muestra optimizado: y

proporcionar una indicacién de una notificacién de dilucién de titulos en la pantalla (350) de la
inferfaz (380) gréfica de usuario cuando uno cualquiera de los resultados de la citometria de flujo de
una pluralidad de muestras de la primera seleccién de titulos no comprenda un dicho factor de
dilucién aceptable.
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