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DESCRIPCION
Tanque de medicién para contar y/o caracterizar células
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere al campo técnico de la citometria de flujo, en particular a accesorios para citometria
de flujo como tanques de medicidon y soportes para dichos tanques de medicién.

Estado de la técnica

La citometria de flujo ahora permite determinar las caracteristicas y propiedades de las células, por ejemplo sus
tamafios, contenidos intracelulares, contenidos en ADN, etc. También permite el estudio de la variacion y distribucion
de estas caracteristicas dentro de una poblacién de células, lo que conduce en Ultima instancia a la identificacién de
subpoblaciones entre células, como por ejemplo la diferenciacidén de las diferentes células que componen la sangre.

Por otro lado, la citometria de flujo es un método rapido. Tipicamente, se caracterizan varios miles de células por
minuto. Por tanto, permite la enumeracién y caracterizaciéon de subpoblaciones raras de células. La rareza de estas
subpoblaciones generalmente no permite su observacidn y caracterizacién mediante microscopia, particularmente por
la imposibilidad de obtener un nimero estadisticamente aceptable de mediciones realizadas en estas subpoblaciones.

Ademas, gracias a la mejora en los Ultimos afios de los sensores épticos y, en particular, a su capacidad para detectar
sefiales cada vez mas débiles en intensidad, es posible medir tanto el volumen de una célula como obtener informacién
sobre su contenido celular gracias a una mediciéon de impedancia por un lado y a una medicién 6ptica por otro.

La citometria de flujo consiste principalmente en hacer pasar células de forma individual a través de una vena de
liquido de gran seccidn transversal en relacion al tamafio de las células. Esta vena de liquido termina en una boquilla
que tiene un orificio dimensionado para impedir el paso simultaneo o demasiado cercano en el tiempo de dos o incluso
varias células. Como el caudal es constante entre la vena de liquido y el orificio, el diametro de la vena de liquido
disminuye, la velocidad de las células aumenta y, a la salida de la boquilla, las células alcanzan velocidades del orden
de varios miles por segundo en un chorro de liquido que tiene el diametro de la boquilla.

La medicion del volumen de células se lleva a cabo midiendo la impedancia a cada lado del orificio de la boquilla. En
efecto, el volumen de una célula se correlaciona con una variacién en la impedancia causada por su paso a través de
un medio conductor (sistema Coulter), con la célula que se considera eléctricamente aislante. El volumen se determina
de forma absoluta, cualquiera que sea la forma de la célula.

Por otro lado, el paso de las células a través del orificio de la boquilla asegura un cierto centrado hidrodinamico de las
células y también su orientacién. Por tanto, es posible posicionar con precisién el chorro que sale de la boquilla y que
contiene las células en un haz de luz emitido por una fuente de excitacién. Cuando una célula atraviesa el haz de luz,
difunde un cierto numero de sefiales épticas que el citdmetro puede utilizar para determinar las propiedades de la
célula. Estas sefiales épticas incluyen:

- lareflexién de la luz en la célula, debido a la diferencia de indices entre el liquido y la célula, pero también entre
los diferentes componentes de la célula, dando como resultado la reflexién de parte de un rayo de luz incidente;

- larefraccién de la luz en la célula, lo que provoca una desviacién del rayo de luz que penetra en la célula; y

- la difraccién de la luz en la célula, principalmente en un angulo sélido que va desde unos pocos grados hasta un
angulo sélido de 360°.

Todas estas sefiales son recogidas por un sistema de recogida dptica, que a continuacién se separan seguln su
longitud de onda (ancho a media altura de entre 20 y 50 nm, o incluso de 30 a 40 nm) a través de un sistema de filtros
Opticos y finalmente llegar a diferentes sensores de luz. Estos diferentes sensores se pueden adaptar para:

- medir la dispersién en angulos pequefios (forward scatter en inglés) de la célula;
- medir la dispersién en angulos grandes (side scatter en inglés) de la célula;

- medir la absorbancia de la célula; y

- medir la fluorescencia de la célula.

La difraccidn en angulos pequefios se debe a la dispersién de parte de la luz incidente que llega a la superficie de la
membrana celular por parte de esta Ultima. La parte de la luz dispersada tiene la misma longitud de onda que la luz
incidente. Se captura en el eje de la luz incidente. Da informacién sobre el tamafio y el indice de refraccién medio de
la célula.

La difracciéon en dngulos grandes se debe a la dispersidén en todas las direcciones del espacio de la parte de la luz
incidente que ha atravesado la membrana celular por los organulos intracelulares. Puede ser capturada por un
fotomultiplicador o un fotodiodo de efecto de avalancha. Poniendo en juego las propiedades de refraccion y reflexién,
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proporciona informacién sobre la fina heterogeneidad del contenido celular.

La absorbancia requiere una fuente de excitacién estable. Es proporcional al diametro de la célula y al indice de
absorcién de los organulos intracelulares.

En el caso de que la célula esté marcada por uno o més fluorocromos, estos Ultimos emiten, durante su excitacién,
fluorescencia en una o mas longitudes de onda mayores que la de la fuente de excitacién en todas las direcciones
espaciales. Los filtros de interferencia permiten la separaciéon de diferentes longitudes de onda de fluorescencia
(generalmente en espectros con un ancho a la mitad como maximo de 20 a 50 nm, incluso de 30 a 40 nm), cada uno
enviado a un fotomultiplicador. La intensidad de la fluorescencia medida depende del nimero de moléculas de
fluorocromo unidas a la célula. Por ejemplo, en el caso del uso del marcador DRACQ 5, que es un fluorocromo que
atraviesa pasivamente la membrana citoplasmatica de las células y se une especificamente al ADN, es posible extraer
informacién sobre células nucleadas. EI marcador DRACQ 5 tiene dos maximos de absorcién a 622 nmy 676 nmy
otros dos en la regién ultravioleta a 240 nm y 314 nm. Emite fluorescencia roja a longitudes de onda comprendidas
entre 665 nm y 800 nm. El filtro utilizado generalmente es un filtro de tipo dicroico que refleja a 90° del haz incidente
todos los componentes espectrales por debajo de 650 nm y transmite los componentes espectrales por encima de
650 nm. Considerando la definicién de fuente de luz, el primer filtro esta centrado naturalmente en la longitud de onda
de la fuente de luz con un ancho de banda de alrededor de 50 nm. Por tanto, en este montaje, es posible medir tres
cantidades fisicas para cada particula: una medida eléctrica representativa del volumen de la particula, una medida
de extincién ligada a la refraccién de la célula, y finalmente una medicién de fluorescencia ligada al contenido de acido
nucleico de la célula analizada.

La citometria de flujo se utiliza ventajosamente para el estudio de la hematologia permitiendo el diagnéstico y
seguimiento terapéutico de diferentes virus, infecciones y parasitos, asi como el estudio funcional de células sanas.
Usando citometria de flujo, es posible contar y caracterizar los diferentes tipos de células sanguineas.

Por ejemplo, la citometria de flujo aplicada a los leucocitos permite conocer su nimero total y diferenciarlos segun su
morfologia y clasificarlos en tres tipos diferentes gracias a una medicién del volumen celular por impedancia y una
medicién de la absorcién.

Un primer tipo es el de los monocitos, que son células grandes (de 20 a 40 um de didmetro). La forma de su nucleo
puede ser redondeada, ovalada, con forma de rifién o francamente irregular; el caso méas comun es la forma de rifién.
Su cromatina no es muy densa, no moteada, y de estructura regular. El tiempo de residencia de los monocitos en la
sangre es de 2 dias antes de su paso al tejido y el tiempo de trénsito en la médula ésea es de 1 a 2 dias. Cuando se
activan, se convierten en macréfagos. Son capaces de fagocitar bacterias, células enteras, asi como diversas
particulas denominadas contaminantes, como el polvo.

Un segundo tipo es el de los linfocitos que tienen un papel importante en el sistema inmunolégico. Se pueden separar
en dos grupos de diferentes tamafios:

- linfocitos pequefios (de 7 a 9 um de diametro) que tienen un nlcleo redondeado u ovalado, a veces con forma de
rifién y citoplasma pequefio, claro o ligeramente baséfilo y con mayor frecuencia que se extiende a un lado del
nucleo; y

- linfocitos de mayor tamafio (de 9 a 15 ym de diametro), que tienen un nulcleo centrado o ligeramente excéntrico
con un citoplasma mas extenso que el de los linfocitos pequefios y que rodean completamente el nucleo.

Un tercer tipo, el de los granulocitos o también llamados células polinucleares, y cuya funcién principal es la proteccion
contra infecciones, se puede diferenciar en tres subcategorias.

En primer lugar, los neutréfilos son los granulocitos mas abundantes (alrededor del 96 %). Tienen forma redondeada
y un diametro de 12 a 14 ym. Se caracterizan por la forma multilobulada de su nucleo (de 3 a 5 l6bulos). Tienen un
tiempo de residencia en sangre de 2 dias antes de su paso al tejido y un tiempo de transito medular de los precursores
granulares de 10 a 14 dias. Hay un compartimento medular de reserva de neutréfilos. Son muy eficaces para destruir
bacterias y predominan durante la inflamacién aguda. Su funcién esencial es la defensa del organismo contra
microorganismos extrafios, como bacterias y levaduras. Sus funciones excretoras promueven reacciones inflamatorias
locales en los tejidos y contribuyen a su defensa.

A continuacién, los basoéfilos son muy escasos y representan solo aproximadamente el 0,5 % de los leucocitos. Tienen
un didmetro de 10 a 14 ym. Su nlcleo bilobulado esta enmascarado por granulaciones especificas, bastante
numerosas y dispersas por toda la célula. Su tiempo de residencia en la sangre es de 12 a 24 horas, sin paso tisular
conocido. El tiempo de transito medular seria idéntico al de los neutréfilos. Una funcién importante de los baséfilos es
atraer a los eosindfilos.

Finalmente, los eosinéfilos representan aproximadamente del 2 al 5 % de los leucocitos circulantes (aproximadamente
350 elementos por milimetro clbico). Se trata de células de 12 a 14 um de didmetro caracterizadas por un nucleo
bilobulado y especialmente por el aspecto de las granulaciones esféricas (de 0,5 a 1,5 pm de didmetro). Contienen
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granulos azuréfilos. Los eosinéfilos son células clave en la inflamacidén alérgica y la defensa antiparasitaria. Su
distribucién es principalmente tisular, la fraccién circulante representa solo el 1 % del nimero total de eosinéfilos. Su
tiempo de transito en la sangre es de 3 a 8 horas después de salir de la médula y hasta su depésito en los tejidos
(principalmente los intestinos, los pulmones, la piel y el Gtero) donde tendran una vida util de unos diez dias.

Otro ejemplo, es posible determinar el nimero total de eritrocitos y plaquetas, diferenciarlas segln su morfologia y
clasificarlas mediante una medida de volumen celular por impedancia y una medida de absorcion.

Otras aplicaciones de la citometria de flujo son de evidente interés diagndstico gracias a la caracterizacién y/o
enumeracién de diferentes tipos de células sanguineas como los reticulocitos, eritroblastos, células inmaduras y
precursores de leucocitos, linfocitos activados o incluso plaquetas reticuladas.

Para medir el volumen de una célula por impedancia se utiliza un dispositivo que comprende un tanque cuya base
tiene un orificio de un diametro de aproximadamente 50 pm que permite el paso individual de una célula en un flujo de
liquido. Aguas arriba del orificio, el flujo de liquido esta formado por un chorro de muestra que comprende las células
que se van a caracterizar y un chorro de revestimiento (generalmente agua salada) que rodea el chorro de muestra
que permite el hidroenfoque del chorro de muestra. Los terminales de un voltimetro estan conectados eléctricamente
a electrodos, uno de los cuales esta colocado aguas arriba del orificio y el otro aguas abajo, siendo necesarias juntas
téricas para asegurar la estanqueidad a estos niveles. La variacién de voltaje que se observa cuando pasa una célula
es representativa de su volumen.

La base del tanque se compone generalmente de un disco de unos pocos milimetros de diametro y algunos
micrémetros de espesor elaborado con piedras preciosas como el carisimo rubi sintético. El orificio de paso se
mecaniza en este disco y a continuacién el disco se engarza manualmente en el extremo de una boquilla. La operacién
de engarzado no esta exenta de riesgos porque pueden aparecer microfisuras, creando asi una modificacion de la
resistividad entre los electrodos positivo y negativo, distorsionando asi la medida de la impedancia.

En cuanto a las medidas 64pticas, estas utilizan otro dispositivo que comprende un tanque formado por una base plana
que tiene en su centro un orificio cuyo diametro de 80 pm permite el paso individual de una célula en un flujo de liquido
y un recinto transparente presionado contra la base. Entre el recinto y la base, una junta asegura el sellado entre estas
dos partes. Una entrada de revestimiento secundaria en la parte inferior del recinto, cerca de la base, permite la llegada
de un chorro de revestimiento para envolver el flujo de muestra y acompafiarlo a lo largo de una longitud de 400 um
donde el flujo de muestra cruza un haz de luz emitido por la fuente de excitacién. Es necesaria una segunda junta para
garantizar la estanqueidad en la parte superior del tanque.

Para realizar mediciones de volumen y mediciones 6pticas al mismo tiempo, es posible combinar los dos dispositivos
en un solo dispositivo utilizando la base del dispositivo de medicién de volumen como base para el dispositivo de
medicion 6ptico. Sin embargo, una disposicién de este tipo requiere el uso de cuatro juntas. Por otro lado, no se puede
garantizar la ausencia de fugas entre los diferentes elementos.

El documento US 2010/290041 A1 presenta un tanque de medicién con un tanque de una sola pieza adecuado tanto
para la mediciéon de impedancia como para la medicién dptica.

El documento FR 3 022 998 A1 presenta un tanque de medicién con un orificio montado en el cuerpo de la boquilla.
Objeto de la invencién

Uno de los objetivos de la presente invencién es superar al menos una de las desventajas de la técnica anterior. La
invencién se expone en el juego de reivindicaciones adjunto.

Por eso, la invencién propone un tanque de medicién para el recuento y/o caracterizaciéon de células, particularmente
células sanguineas, el tanque de medicién que comprende una base y un recinto lateral transparente que se extiende
desde la base para formar con la misma una cdmara de medicidn éptica; teniendo la base un orificio de paso de 30 a
100 um de didametro para el paso de las células, caracterizado porque la base y el recinto lateral transparente forman
un tanque de una sola pieza adecuado tanto para la medicién de impedancia como para la medicién 6ptica.

Gracias a este tanque de medicién de una sola pieza, es posible prescindir de tres de las cuatro juntas necesarias
hasta ahora para un tanque de medicién que permite tanto la medicién del volumen celular como las mediciones
Opticas. En efecto, debido a su naturaleza monobloque, el tanque de medicién ya no necesita juntas entre el orificio
de paso y la camara de medicién 6ptica, asi como entre el electrodo positivo y la parte utilizada para evacuar los
diferentes liquidos (liquido de revestimiento, lisis, etc.). Por otro lado, este tanque de medicién permite la medicidén de
volumen por impedancia y mediciones dpticas en la misma célula con unos microsegundos de diferencia.

La base tiene una superficie superior que es la combinacién de una superficie lateral y una superficie con el radio méas
pequefio de un cono truncado, pasando el orificio de paso a través de la base en una parte de la misma
correspondiente a la superficie de radio mas pequefio de la superficie superior.
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La base puede tener una superficie inferior que es la combinacién de una superficie lateral y una superficie con el
radio mas pequefio de un cono truncado, pasando el orificio de paso a través de la base en una parte de la misma
correspondiente a la superficie de radio mas pequefio de la superficie inferior.

La base puede presentar, en la parte correspondiente a la superficie de menor radio, un espesor de entre 40 y 100 um.

El tanque puede comprender ademas una entrada de fluido que tiene un orificio de entrada que conduce hacia la
camara de medicién, estando el orificio de entrada mas bajo que el orificio de paso.

El recinto puede tener una superficie exterior esférica cuyo centro esta en la salida y cerca del orificio de paso. El
centro de la superficie exterior esférica puede estar situado entre 200 y 600 um desde la salida del orificio de paso.

El tanque puede comprender ademas una carcasa de junta en una superficie superior del recinto.

El tanque también puede incluir un zécalo debajo de la base, formando el z6calo con la base y el recinto el tanque de
una sola pieza; en el que el zécalo tiene una superficie lateral que comprende elementos de centrado en forma de V.

La presente invencién también proporciona un sistema para caracterizar células, particularmente células sanguineas,
que comprende el tanque de medicién como se ha descrito anteriormente y un soporte de tanque.

El soporte de tanque puede tener dos ranuras que se cruzan en una interseccién y cuyo perfil transversal es una V,
formando la interseccidén un asiento para el tanque de medicion.

Descripcion de las figuras

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas apareceran de la lectura de la descripcién que sigue y que se ofrece con
fines ilustrativos y no limitativos con referencia a los dibujos adjuntos, entre los cuales:

- lafigura 1 es una vista de tres cuartos de un tanque de medicién segln la invencion;

- lafigura 2 es una vista en seccion a lo largo del plano P del tanque de medicién de la figura 1;

- lafigura 3 es una vista ampliada del orificio de paso ilustrado en la figura 2;

- lafigura 4 es una vista en seccidn a lo largo del plano P de una preforma que conduce al tanque de medicién de
la figura 2;

- lafigura 5 es una vista de tres cuartos del tanque de medicién de la figura 1 sobre su soporte de tanque;

- la figura 6 es una vista de tres cuartos de un sistema de medicién que comprende el tanque de medicién y el
soporte de tanque de la figura 5 asi como las diferentes 6pticas necesarias para las mediciones épticas; y

- lafigura 7 es una vista en seccion a lo largo del plano P indicado en la figura 6 y que pasa por el centro éptico del
sistema de medicion;

- lafigura 8 es un diagrama de flujo que muestra las etapas de un proceso de fabricacién para el tanque de medicién
de la figura 1.

Descripcion detallada de la invencién

A lo largo de esta presentacién, los términos espaciales se determinan en relacién con el tanque de medicién en su
posicién normal de uso.

Tanque de medicién. Un tanque de medicién 1 para el recuento y/o caracterizacién de células segln la presente
invencién se describira a continuacién con referencia a las figuras 1 a 4.

El tanque de medicién 1 incluye una base 11 y un recinto lateral transparente 12 que se extiende desde la base 11
para formar con la misma una cadmara de medicién 6ptica 13; teniendo la base un orificio de paso 111 de 30 a 100 um
de diametro para el paso de células. La base 11 y el recinto 12 forman un tanque de una sola pieza adecuado tanto
para la mediciéon de impedancia como para la medicién dptica.

El orificio de paso 111 ventajosamente tiene un diametro medio de 40 a 80 um, o incluso de 50 a 60 ym. El orificio de
paso 111 es ventajosamente cilindrico con una base circular. Esta ultima forma tiene la ventaja de no alterar las
mediciones. En efecto, los orificios obtenidos mediante micromecanizado mediante un laser comercial tienen una
conicidad natural debido al perfil energético gaussiano del haz emitido por el laser. O, un orificio troncocénico modifica,
a veces considerablemente, la forma de los pulsos que crea una célula al pasar por el orificio troncocédnico, modificando
principalmente la anchura del pulso.

La base 11 también puede tener una superficie superior 112 que es la combinacién de una superficie lateral 1121 y
una superficie de menor radio 1122 de un cono truncado, preferiblemente un cono de revolucién, también llamado
cono circular recto. El 4ngulo en la parte superior del cono correspondiente esta preferentemente entre 20° y 60°. El
radio mas pequefio puede estar comprendido entre 0,5 y 1,5 mm, preferiblemente de alrededor de 1 mm. El orificio de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2985 125 T3

paso 111 luego cruza la base 11 al nivel de una parte de la misma correspondiente a la superficie de menor radio 1122
de la superficie superior 112. Por tanto, la superficie superior 112 de la base 11 entra en la cAmara de medicién 6ptica
13. La penetracién en la superficie superior 112 de la base 11 en la cdmara de medicidn 6ptica 13 permite realizar las
mediciones en un espacio abierto a diferencia de los tanques en los que las mediciones se realizan en un espacio
reducido correspondiente a la seccidn del orificio de paso. La realizacién de mediciones en un espacio abierto tiene la
ventaja de facilitar la limpieza del drea de medicién mediante enjuague. La pendiente del cono truncado permite
acomodar la abertura éptica acercando al méaximo la salida al orificio de paso 111 de un punto de enfoque de los rayos
de luz provenientes de una fuente de excitacién (ver mas abajo).

Adicional o alternativamente, la base 11 también puede tener una superficie inferior 113 que es la combinacién de una
superficie lateral 1131 y una superficie de menor radio 1132 de un cono truncado, preferiblemente un cono de
revolucidn. El angulo en la parte superior del cono correspondiente esta preferentemente entre 20° y 60°. El orificio de
paso 111 en este caso cruza la base 11 en una parte de la misma correspondiente a la superficie de menor radio 1131
de la superficie inferior 113. Por tanto, la superficie inferior 113 de la base 11 define una camara convergente 114
desde una entrada representada por la base del radio mayor del cono truncado hasta el orificio de paso 111. Dicha
configuracion permite contar y/o caracterizar el revestimiento de un flujo de muestra que contiene células y dirigirlo
centralmente hacia el orificio de paso 111 mediante un flujo de revestimiento inyectado lateralmente hacia la superficie
de radio mas pequefio 1132 asegurando asi un centrado hidrodinamico preciso del chorro de muestra. Esta
configuracién se conoce como "hidroenfoque".

Cuando la base 11 presenta a la vez una superficie superior 112 y una superficie inferior 113 como se ha descrito
anteriormente, estas estan centradas entre si para que la entrada al orificio de paso 111 en la superficie inferior 113 y
la salida del orificio de paso 111 en la superficie superior 112 estan ubicadas en su eje longitudinal comun.

Preferentemente, la base 11 presenta, en las proximidades del orificio de paso 111, un espesor de entre 40 y 100 um,
particularmente en la parte correspondiente a las superficies de menor radio 1122, 1132 de sus superficies superior
112 e inferior 113. Ventajosamente, este espesor estd comprendido entre 50 y 80 ym, entre 55 y 70 um, o es de
aproximadamente 60 um.

El recinto 12 puede tener una superficie interior 121 cuya forma es la de la superficie lateral de un cilindro recto de
base cuadrada. El lado del cuadrado que forma la base de la superficie lateral se selecciona preferentemente entre 3
y 7. mm, o incluso entre 4 y 6 mm, o incluso entre 4,5y 5,5 mm, preferiblemente de alrededor de 5 mm. Se pueden
seleccionar otras formas para la base, como circular, triangular, etc. Preferiblemente la forma de la base es una figura
geométrica regular, es decir, que presenta al menos un elemento de simetria, preferiblemente un centro de simetria o
un eje de simetria.

Adicional o alternativamente, el recinto 12 tiene una superficie exterior 122 esférica cuyo centro de la esfera
correspondiente esta situado en la salida y cerca del orificio de paso 111.

La combinacién de una superficie exterior 122 esférica y con una superficie interior 121 cilindrica recta con base
cuadrada forma tres o incluso cuatro lentes convergentes 123, cada una correspondiente a una cara de la superficie
interior 121 y cuyo punto focal es el centro de la esfera correspondiente a la superficie exterior 122 esférica. Por tanto,
el tanque de medicién 1 integra estas lentes en su estructura, lo que permite reducir el coste total del sistema de
medicion al eximir al usuario de tener que disponer de lentes convergentes entre, por un lado, el tanque de medicién
y, por otro, la fuente de excitacién y los sensores, y tener que hacer los ajustes correspondientes. Por otro lado, dicha
estructura reduce significativamente la aberracion esférica del sistema de medicién, garantizando la méxima potencia
en el punto de medicién. Ademés, se puede obtener una apertura numérica del orden de 0,5 sin el uso de objetivos, a
diferencia de los dispositivos del mercado.

Por otro lado, la disposicion del punto focal de las lentes 123 en la salida y cerca de la abertura del paso 111 permite
realizar mediciones épticas en la célula mientras acaba de salir de ella y el centrado del flujo de muestra es mejor. En
efecto, cuanto més se aleja de la salida del orificio de paso, mas incierta es la posicién de la célula y mayor es el riesgo
de que sea excéntrica con respecto al chorro de muestra.

Por tanto, el centro de la superficie exterior 122 esférica se sitla preferentemente entre 200 y 600 um, incluso entre
300 y 500 pum, incluso entre 350 y 450 pm, preferiblemente alrededor de 400 pm, desde la salida del orificio de paso
111 en la direccién del flujo de la muestra, en particular paralelo al eje longitudinal de las superficies superior 112 e
inferior 113 de la base 11 cuando estas corresponden a combinaciones de superficies laterales y el radio mas bajo del
cono truncado de revolucion.

Por otro lado, el recinto 12 puede comprender en una superficie superior 124 del mismo una carcasa de junta 15 para
la recepcidn de una junta, preferiblemente térica.

El tanque de medicién 11 puede incluir ademés una entrada de fluido 16 que tiene un orificio de entrada que conduce
hacia la cdmara de medicién 13. El orificio de entrada esta ubicado més bajo que el orificio de paso 111. Esta entrada
de fluido permite un segundo revestimiento del flujo de muestra a la salida del orificio de paso 111. Ademas, esta
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entrada de fluido permite evitar la formacién de volumen de recirculacién barriendo la zona, impidiendo que una célula
salga del chorro de muestra aguas abajo y lejos de la salida del orificio de paso 111 donde el revestimiento es menos
efectivo, recircule en un bucle y dificulte asi las mediciones épticas realizadas en las células posteriores. Por otro lado,
la combinacién entre la entrada de fluido 16 y una superficie superior 112 de la base 11 correspondiente a la
combinacién de superficies laterales 1121 y radio mas pequefio 1122 de cono truncado tiene la ventaja de guiar el
segundo fluido de revestimiento hacia la salida del orificio de paso 111.

El tanque de medicién 1 puede incluir ademés un zb6calo 14 debajo de la base 11. El zbcalo 14 forma con base 11 y
el recinto 12 el tanque de una sola pieza. El z6calo 14 tiene un agujero 143 que conduce hacia la camara convergente
114. En el lado exterior 1431 del agujero, se puede proporcionar un hombro 142 para recibir una junta térica.

El didmetro del agujero 143 en su lado exterior 1431 puede ser mayor que el didmetro del circulo que forma la base
del cono truncado de la superficie inferior 113 de la base 11, por ejemplo, puede estar comprendido entre 400 y
700 um, entre 450 y 650 um, entre 500 y 600 um, preferiblemente alrededor de 550 pm. El didmetro del agujero 143
disminuye entonces gradualmente hasta alcanzar el del circulo que forma la base del cono truncado de la superficie
inferior 113 de la base 11.

Por otro lado, el z6calo 14 tiene una superficie lateral que comprende elementos de centrado en forma de V 141. Estos
elementos de centrado en forma de V 141 cooperan con las ranuras de un soporte de tanque descrito més adelante.
Preferentemente, la superficie lateral del zécalo incluye dos elementos de centrado en forma de V 141 cuyos planos
medios se cruzan, de forma preferible perpendicularmente. Ventajosamente, la superficie lateral del zécalo incluye
dos pares de elementos de centrado en forma de V 141. Los planos medios de dos elementos de centrado en V del
mismo par son paralelos, mientras que los planos medios de dos elementos de centrado en V de diferentes pares se
cruzan, de forma preferible perpendicularmente. Ventajosamente, los planos medios de un par de elementos de
centrado en V 141 son paralelos a dos caras opuestas de la superficie interior 121 cilindrica recta con base cuadrada.

Estos elementos de centrado en forma de V 141 son elementos salientes con la punta de la V apuntando hacia abajo,
es decir en la direccién orientada desde el recinto hacia la base. Preferentemente, la punta de la V estéa cepillada. El
cepillado de la punta de la V evita un posicionamiento incorrecto del tanque de medicién 1 debido a una posible rebaba
en la punta durante la fabricacién del tanque de medicién 1.

Ventajosamente, el tanque de una sola pieza tiene preferentemente un indice de refraccién comprendido entre 1,4 y
1,6. Por otro lado, el plastico se selecciona preferentemente de manera que tenga una transmisién superior al 90 %
de la longitud de onda operativa, preferiblemente de baja birrefringencia y baja distorsidén por calor.

Por otro lado, el material del tanque de una sola pieza se selecciona ventajosamente de manera que presente una
baja resistencia a la absorcién de agua (por ejemplo inferior al 0,01 %). Ademas, el material tiene preferiblemente una
constante dieléctrica baja (por ejemplo, un maximo de 3 F/m) a frecuencias inferiores a 3 mHz, o incluso inferiores a
1 mHz, para garantizar un buen aislamiento eléctrico entre los electrodos a ambos lados del orificio de paso.

Ventajosamente, el material del tanque de una sola pieza es plastico. Por tanto, el tanque de una sola pieza se obtiene
por moldeo, lo que permite reducir dréasticamente el coste del tanque de medicién en comparacidn con los tanques de
medicion de la técnica anterior. El material del tanque de una sola pieza puede comprender principalmente una resina
de policicloolefina, en particular més del 95 % en peso de esta resina, o incluso més del 99,5 % en peso de esta resina.
Un ejemplo de dicha resina es Zeonex E48R (2015) de Zeon®. Dicha resina es muy liquida en forma fundida que
puede inyectarse a muy alta presién con muy poca contraccién y permite un control preciso de las dimensiones del
tanque de una sola pieza y la rugosidad de la superficie de calidad éptica.

Sistema de medicién. A continuacidn se describe un sistema de medicién para contar y/o caracterizar células segln
la invencién con referencia a las figuras 5 a 7.

El sistema de medicidn 10 incluye el tanque de medicién 1 como se ha descrito anteriormente.

Ademas, el sistema de mediciéon 10 incluye un soporte de tanque 2 para recibir el tanque de medicién 1 y su
mantenimiento durante las mediciones. El soporte de tanque 2 puede presentar ventajosamente, cuando el tanque de
medicion 1 presenta elementos de centrado en forma de V 141, dos ranuras 21, 22 que se cruzan, de forma preferible
perpendicularmente, en una interseccién y cuyo perfil transversal es una V correspondiente a la forma de los elementos
de centrado en forma de V 141 del tanque de medicién 1. La interseccién forma un asiento para el tanque de medicién
1. El 4ngulo de interseccion entre las dos ranuras 21, 22 corresponde al dngulo de interseccién de los planos medios
de los elementos de centrado en forma de V 141.

Por otro lado, el soporte de tanque 2 presenta a nivel de la interseccién un orificio 23 para recibir el chorro de
revestimiento y el chorro de muestra. Este orificio 23 estd adaptado para estar en comunicacién fluida con la camara
convergente 114 cuando el tanque de medicién 1 se coloca sobre el soporte de tanque 2. Ademas, el sistema de
medicién 10 puede incluir una junta térica 3 para colocar entre el tanque de medicidén 1 y el soporte de tanque 2.
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El sistema de medicién 10 puede incluir ademés un conjunto de medicién de impedancia que incluye un electrodo
positivo y un electrodo negativo para la medicién de impedancia.

El sistema de medicién 10 puede comprender ademas un conjunto de mediciones pticas que comprenden una fuente
de excitacion 4 para emitir luz hacia el tanque de medicién 1. Un eje 6ptico A se define a partir de la fuente de excitacién
4 como la direccidén promedio de los rayos de luz 41 que emite. La disposicién de la fuente de excitacién 4 se selecciona
de modo que el eje 6ptico A pasa por el centro O de la superficie exterior esférica 122 del recinto 12 cuando el tanque
de medicion 1 esta en su lugar.

La fuente de excitacién 4 es preferiblemente una fuente no coherente. Por tanto, la conformacién de los rayos de luz
41 es mas facil y a un menor coste en comparacién con los sistemas anteriores que requerian laser. En efecto, el flujo
de muestra tiene una anchura de unos pocos micrémetros. La célula con un didmetro inferior a la anchura del flujo de
muestra puede situarse en cualquier punto de esta anchura. La utilizacién de una fuente de excitaciéon 4 de baja
coherencia permite la formacién de una zona iluminada homogéneamente en el punto de medicidn, que es el centro
O de la superficie exterior esférica 122 del recinto 12, que comprende la anchura del flujo de muestra. Por tanto, la
sefial optica que llega al sensor sera la misma independientemente de la posicién de la célula en el flujo de muestra.

La fuente de excitacién 4 se puede seleccionar entre: un diodo emisor de luz y una ldmpara incandescente. La fuente
de excitacién presenta preferentemente un espectro de emisién centrado en una longitud de onda comprendida entre
620 y 680 nm, 635 y 665 nm, ventajosamente alrededor de 650 nm.

El conjunto de mediciones épticas puede comprender ademas épticas de conformacién de entrada 5 en el eje 6ptico
A. Esta éptica de conformacién de entrada 5 se debe colocar entre la fuente de excitacién 4 y el tanque de medicidn
1. La éptica de conformacién 5 convierte los rayos de luz 41 emitidos radialmente en relacién con la fuente de
excitacion 4 y que llegan a la primera éptica de conformacién 5 en rayos de luz paralelos al eje 6ptico A. Para ello
incluye un primer grupo éptico 51 que forma una lente convergente. Para mejorar la focalizacién de los rayos de luz
en el centro O de la superficie exterior esférica 122 del recinto 12, también se puede prever un segundo grupo 6ptico
52 que forma una lente convergente para conseguir una primera convergencia de los rayos de luz hacia el centro O
de la superficie exterior esférica 122 del recinto 12. La combinacién del segundo grupo éptico 52 y lentes convergentes
123 del tanque 1 permite garantizar a la vez una minima aberracién esférica en el centro O de la superficie exterior
esférica 122 del recinto 12, una potencia maxima en este punto O y una apertura numérica maxima. La integracién de
una lente 123 al tanque de medicion 1 permite ahorrar costes; sin esta lente 123, habria sido necesario integrarla en
la éptica de conformacion. El primer grupo éptico. 51, y en su caso también el segundo grupo éptico 52, esta contenido
preferiblemente en una carcasa 53 generalmente de forma cilindrica con una base circular para facilitar el
posicionamiento en altura y angular en la ranura 21 del soporte de tanque 2.

La optica de conformacién 5 en la entrada también estd adaptada para formar la imagen de una reticula en las
proximidades de la salida del orificio de paso 111 cuando el tanque de medicién 1 esta en su lugar. Llegado el caso,
la imagen de la reticula se forma en un plano que incluye el centro O de la superficie exterior esférica 122 del recinto
12. Por eso, el conjunto de medicion dptica comprende ademas una reticula rectangular entre la fuente de excitacion
41 y la 6ptica de conformacidon de entrada 5. Preferentemente, el factor de aspecto (relacién entre longitud y anchura)
es menor o igual a 3. La 6ptica de conformacién de entrada estd adaptada, por ejemplo, para formar una reticula
rectangular con una longitud de aproximadamente 100 um y una anchura de aproximadamente 30 um.

Preferentemente, la 6ptica de conformacién de entrada 5 estad adaptada para que los rayos de luz 41 convergentes
formen un éngulo sélido significativo, por ejemplo de entre 30° y 50°. Gracias a esta gran abertura posible en particular
debido a la forma troncocénica de la superficie superior 112 de la base del tanque de medicién 1, es posible recoger
un méximo de luz de salida.

El conjunto de medicién 6ptica puede comprender un médulo de medicién de absorbancia que comprende un sensor
adaptado para medir la absorbancia de la célula y una primera éptica de recepcién 6 en la salida para hacer converger
los rayos de luz que pasan a través del tanque de mediciéon 1y que llegan a la primera 6ptica de recepcién 6 hacia el
sensor. Preferentemente, el sensor y la primera éptica de recepcién 6 estan dispuestos en el eje dptico A en el lado
opuesto de la fuente de excitacién 41 con respecto al tanque de medicién 1, la primera éptica de recepciéon 6 debe
colocarse entre el tanque de medicién 1 y el sensor. En algunos casos, el sensor y la primera 6ptica de recepcion 6
pueden disponerse fuera del eje 6ptico A, en ese caso, hay dispuesto un deflector en el eje 6ptico Ay en el camino
de los rayos de luz 41 entre el tanque de medicién 1 y la primera 6ptica de recepcidn 6. El sensor es preferentemente
un fotodiodo.

Aunque no es obligatorio, preferentemente, la primera 6ptica de recepcién 6 tiene la misma apertura que la éptica de
conformacién de entrada 5 para minimizar los costes al simetrizar el sistema.

El conjunto de medicién éptica puede comprender un médulo de medicién de dispersién que comprende un sensor
adaptado para medir la dispersién en angulos grandes de la célula y una segunda 6ptica de recepcién 7 en la salida
para hacer converger los rayos de luz 41 dispersados por el tanque y que llegan a la segunda éptica de recepcion 7,
hacia el sensor. Preferentemente, el sensor y la segunda dptica de recepciéon 7 estén dispuestos sobre un eje
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perpendicular al eje 6ptico A, paralelo al soporte de tanque y que pasan por el centro O de la superficie exterior esférica
122 del recinto 12 cuando el tanque de medicién 1 esta en su lugar. En algunos casos, el sensor y la segunda éptica
de recepcién 7 se pueden disponer fuera del eje perpendicular al eje ptico, en ese caso, hay dispuesto un deflector
en el eje perpendicular al eje 6ptico Ay en el camino de los rayos de luz 41 entre el tanque de medicidén 1 y la segunda
Optica de recepcion 7. Preferiblemente, el sensor es un fotodiodo de efecto de avalancha.

El conjunto de mediciones &pticas puede comprender un médulo de medicién de fluorescencia que comprende un
sensor adaptado para medir la fluorescencia de la célula y una tercera éptica de recepciéon (no mostrada) en la salida
para hacer converger los rayos de luz difundidos por el tanque y que llegan a la tercera éptica de recepcidn, hacia el
sensor. Preferentemente, el sensory la tercera éptica de recepcidén estan dispuestos sobre un eje perpendicular al eje
Optico, paralelo al soporte de tanque y que pasan por el centro de la superficie exterior esférica del recinto cuando la
célula de medicién estd en su lugar. En algunos casos, el sensor y la tercera 6ptica de recepciéon pueden estar
dispuestos fuera del eje perpendicular al eje 6ptico, en ese caso, hay dispuesto un deflector en el eje perpendicular al
eje optico y en el camino de los rayos de luz entre el soporte de tanque y la tercera éptica de recepcién.
Preferiblemente, el sensor es un fotodiodo de efecto de avalancha.

En caso de que el conjunto de medicidén éptica incluya tanto un médulo de medicién de dispersién de gran angulo
como un moédulo de medicién de fluorescencia, uno puede estar en el eje perpendicular al eje Sptico y el otro en el
exterior. En ese caso, el deflector correspondiente es un espejo dicroico.

Alternativamente, los dos médulos pueden estar fuera del eje perpendicular al eje 6ptico. En ese caso, el deflector
més cercano al soporte de tanque es un espejo dicroico. El deflector més alejado puede ser un espejo semirreflectante,
0 un espejo real.

Siempre como alternativa, se puede afiadir un espejo dicroico al mddulo de medicién de dispersion de angulos grandes
para permitir la medicién de una o mas fluorescencias mientras se utilizan los mismos componentes del sistema de
medicion 10. El espejo dicroico se sitlia entre el soporte de tanque y la segunda 6ptica de recepcién. Por otro lado, se
pueden proporcionar filtros 6pticos dicroicos para separar sefiales de fluorescencia 6ptica de diferentes longitudes de
onda, generalmente en espectros con una anchura a media altura de 20 a 50 nm, o incluso de 30 a 40 nm. En ese
caso, estan dispuestos entre el espejo dicroico y el sensor de fluorescencia.

A lo largo de esta presentacién, los términos "6ptica de conformacién" y "6ptica de recepcidén" deben entenderse en el
sentido de designar una lente o un conjunto de lentes que permiten cambiar la direcciéon de los rayos de luz.
Preferentemente, todas las 6pticas de conformacién y recepcién son idénticas. Es decir, todas incluyen un primer
grupo éptico y un segundo grupo bptico; este ultimo debe colocarse mas cerca del tanque de medicién 1 que el primer
grupo optico.

Preferentemente, cada una de las épticas de recepcion 6, 7 presenta una carcasa de forma cilindrica con base circular,
al igual que la 6ptica de conformacién 5, para su posicionamiento en altura y angulo sobre el soporte de tanque 2.
Estos elementos de centrado en forma de V pueden estar previstos para cooperar con ranuras 21, 22 correspondientes
al soporte de tanque 2, que pueden ser las mismas que las utilizadas para posicionar el tanque de medicién 1.

El tanque de medicién 1 y/o el soporte de tanque 2 estan adaptados ventajosamente de modo que una cara de la
superficie interior cilindrica recta con una base cuadrada del recinto sea normal al eje éptico. En ese caso, la 6ptica
de conformacién esta dispuesta en el eje éptico, sobre un eje perpendicular a él y que pasa por el centro de la superficie
exterior esférica del recinto cuando el tanque de medicién esta en su lugar.

Proceso de fabricacion del tanque de medicién. A continuaciéon se describe un procedimiento de fabricacion del
tanque de medicién con referencia a las figuras 2, 4 y 8.

El procedimiento incluye el moldeado de una preforma cuya forma es generalmente la del tanque de medicién a
excepcidn de la base (ver figura 4). De forma notable, el orificio de paso alin no esta formado y el espesor de la zona
de la base que rodea el futuro orificio de paso aun no ha alcanzado la finura deseada. El espesor circundante esta
comprendido entre 400 y 600 um, incluso entre 450 y 550 um, incluso entre 475 y 525 um, preferiblemente alrededor
de 500 um.

El procedimiento incluye también la ablacion de la zona de la base que rodea el futuro orificio de paso hasta una
profundidad suficiente para dejar un espesor comprendido entre 40 y 100 um, entre 50 y 80 um, entre 55y 70 um, o
aproximadamente 60 um. La ablacién se lleva a cabo mediante pulsos ultracortos. Ventajosamente, la ablacién de la
zona de la base circundante al futuro orificio de paso se realiza mediante un laser cuyo haz se envia preferentemente
a la superficie inferior de la base. Preferentemente, la ablacién da como resultado un circulo de ablacién con un
diametro comprendido entre 0,6 y 1,4 mm. Controlar el espesor de esta zona (que es el espesor que rodea el orificio
de paso) es importante desde el punto de vista dimensional para garantizar una medida de resistividad de calidad. En
efecto, el espesor del orificio de paso esta directamente relacionado con la anchura de los pulsos que crea una célula
cuando pasa a través del orificio de paso. Si el espesor es demasiado grande y no esta controlado, existe el riesgo de
que varias células pasen por el orificio de paso al mismo tiempo y por tanto generen un artefacto de medicién en las
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linealidades.

El procedimiento incluye entonces producir el orificio de paso mediante micromecanizado laser, por ejemplo segun el
procedimiento descrito en el documento WO 2017/029210, permitiendo obtener un orificio perfectamente cilindrico
para la mediciéon de impedancia.

El procedimiento puede incluir opcionalmente el posicionamiento de la preforma en una herramienta de
posicionamiento entre las etapas de moldeo y ablacidon, permitiendo su mantenimiento durante las etapas de ablacién
y creacién del orificio de paso. En particular, la herramienta de posicionamiento puede comprender un soporte de
posicionamiento que presenta en su superficie superior una escotadura cuya forma es complementaria a la del tanque.

10
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REIVINDICACIONES

1. Tanque de medicién (1) para contar y/o caracterizar células, tanque de medicién (1) que comprende una base (11)
y un recinto lateral transparente (12) que se extiende desde la base (11) para formar con la misma una camara de
medicion éptica (13); teniendo la base (11) un orificio de paso (111) de 30 a 100 pm de diametro para el paso de
células,

en el que la base (11) y el recinto lateral transparente (12) forman un tanque de una sola pieza (1) adecuado tanto
para la medicién de impedancia como para la medicién éptica, y en el que la base (11) tiene una superficie superior
(112) que es la combinacién de una superficie lateral (1121) y una superficie de menor radio (1122) de un cono
truncado, pasando el orificio de paso (111) a través de la base (11) en una parte de la misma correspondiente a la
superficie de menor radio (1122) de la superficie superior (112), de modo que la superficie superior (112) de la base
(11) entre en la camara de medicién 6ptica (13).

2. Tanque de medicién (1) segun la reivindicacion 1, en el que la base (11) tiene una superficie inferior (113) que es
la combinacién de una superficie lateral (1131) y una superficie de menor radio (1132) de un cono truncado, pasando
el orificio de paso (111) a través de la base (11) en una parte de la misma correspondiente a la superficie de menor
radio (1132) de la superficie inferior (113), definiendo asi la superficie inferior (113) de la base (11) una camara
convergente (114) desde una entrada representada por la base del radio mayor del cono truncado hasta el orificio de
paso (111).

3. Tanque de medicién (1) segln la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que la base (11) presenta, en la parte
correspondiente a la superficie de menor radio (1122, 1132), un espesor de entre 40 y 100 um.

4. Tanque de medicién (1) segin una de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas una entrada de fluido (16)
que tiene un orificio de entrada que conduce hacia la camara de medicién (13), estando el orificio de entrada mas bajo
que el orificio de paso (111).

5. Tanque de medicién (1) segun una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el recinto (12) tiene una superficie exterior
esférica (122) cuyo centro esta en la salida y cerca del orificio de paso (111).

6. Tanque de medicién (1) segun la reivindicacién 5, en el que el centro de la superficie exterior esférica (122) esta
situado entre 200 y 600 um de la salida del orificio de paso (111).

7. Tanque de medicién (1) segln una de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademés una carcasa de junta (15)
en una superficie superior (124) del recinto.

8. Tanque de medicién (1) seglin una de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas un zécalo (14) debajo de
la base (11), formando el zbcalo (14) con la base (11) y el recinto (12) el tanque de una sola pieza (1); en el que el
z6calo (14) tiene una superficie lateral que comprende elementos de centrado (141) en forma de V.

9. Sistema (10) para caracterizacién celular, que comprende el tanque de medicién (1) segln una de las
reivindicaciones 1 a 8 y un soporte de tanque (2).

10. Sistema (10) segln la reivindicacién 9, en el que el tanque de medicion (1) es segun la reivindicacién 8, en el que

el soporte de tanque (2) tiene dos ranuras (21, 22) que se cruzan en una interseccién y cuyo perfil transversal es una
V, formando la interseccién un asiento para el tanque de medicion (1).
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