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DESCRIPCION
Configuracion automatizada para la clasificacion celular

Los citémetros de flujo conocidos en la técnica se usan para analizar y clasificar particulas en una muestra de
fluido, tales como células de una muestra de sangre o particulas de interés en cualquier otro tipo de muestra
biolégica o quimica. Un citdmetro de flujo incluye tipicamente un depdsito de muestra para recibir una
muestra de fluido, tal como una muestra de sangre, y un deposito de la vaina que contiene un fluido de la
vaina. El citdmetro de flujo transporta las particulas (en lo sucesivo denominadas "células") en la muestra de
fluido como una corriente de células a una célula de flujo, mientras que también dirige el fluido de la vaina a la
célula de flujo.

Dentro de la célula de flujo, se forma una vaina de liquido alrededor de la corriente de células para impartir
una velocidad sustancialmente uniforme en la corriente de células. La célula de flujo enfoca
hidrodinamicamente las células dentro de la corriente para pasar a través del centro de un rayo laser en una
célula de flujo. El punto en el cual las células se cruzan con el rayo laser se conoce cominmente como el
punto de interrogacion. A medida que una célula se mueve a través del punto de interrogacion, provoca que
la luz laser se disperse. La luz laser también excita componentes en la corriente de células que tienen
propiedades fluorescentes, tales como marcadores fluorescentes que se han agregado a la muestra de fluido
y adherido a ciertas células de interés, o perlas fluorescentes mezcladas en la corriente. El citometro de flujo
incluye un sistema de deteccion adecuado que consta de tubos fotomultiplicadores, fotodiodos u otros
dispositivos de deteccion de luz, que se enfocan en el punto de interseccion. El citdmetro de flujo analiza la
luz detectada para medir las propiedades fisicas y fluorescentes de la célula. El citdmetro de flujo puede
clasificar ademas las células en base a estas propiedades medidas. La corriente de flujo sale de la célula de
flujo a través de una boquilla con un diametro de la boquilla que es adecuado para el sistema fluidico y la tasa
de clasificacion deseada.

Para clasificar las células por un método electrostatico, la célula deseada debe contenerse dentro de una
gotita cargada eléctricamente. Para producir gotitas, la célula de flujo se hace vibrar rapidamente mediante un
dispositivo acustico, tal como un elemento piezoeléctrico. El volumen de una gotita se estima
convencionalmente por las propiedades hidrodinamicas de la corriente de flujo y las dimensiones de la
boquilla. Para cargar la gotita, la célula de flujo incluye un elemento de carga cuyo potencial eléctrico puede
cambiarse rapidamente. Debido a que la corriente de células sale de la célula de flujo en una direccion
vertical sustancialmente hacia abajo, las gotitas también se propagan en esa direccion después de que se
forman. Las gotitas, si se cargan o se descargan deben recogerse en un recipiente de recogida de la muestra
que se dirige adecuadamente para recoger una o mas corrientes de flujo generadas por las placas de
desviacién. En consecuencia, las gotitas y las células contenidas en las mismas pueden recogerse en
recipientes de recogida adecuados aguas abajo de las placas.

Los citdmetros de flujo conocidos similares al tipo descrito anteriormente se describen, por ejemplo, en las
patentes de Estados Unidos Nums. 3,960,449, 4,347,935, 4,667,830,5,464,581, 5,483,469, 5,602,039,
5,643,796 y 5,700,692. Otros tipos de citometros de flujo conocidos son los sistemas FACSVantageTM,
FACSortTM, FACSCountTM, FACScanTM, y FACSCaliburTM, cada uno fabricado por Becton Dickinson and
Company, el cesionario de la presente invencion.

Aunque este método generalmente permite que el citbmetro de flujo dispense células clasificadas en
recipientes de recogida y por lo tanto clasificar las células de interés con una precision razonable, el método
requiere una cantidad sustancial de informacion del usuario en el momento de la configuracion. La corriente
de flujo y los recipientes de recogida se alinean convencionalmente de manera manual. Los parametros
fluidicos tales como la velocidad de flujo y la composicién del fluido de la vaina deben hacerse coincidir con
un diametro de la boquilla adecuado.

Pueden encontrarse ejemplos adicionales de la técnica anterior relevante en los documentos US6589792,
US2011/267604, US2009/061513, y US2011/033339 que describen sistemas de citdmetros de flujo que usan
imagenes de la corriente de flujo y posicionamiento de los miembros del citdémetro de flujo.

Resumen

Los aspectos de la presente descripcion incluyen sistemas para ajustar uno o mas parametros de un
citbmetro de flujo. Los sistemas de acuerdo con ciertas modalidades incluyen un sensor de formacién de
imagenes configurado para capturar una o mas imagenes de un campo de deteccion de una corriente de flujo
del citdmetro de flujo y un procesador configurado para generar una sefial de datos a partir de la una o mas
imagenes capturadas de manera que el sistema ajusta uno o mas parametros del citometro de flujo en
respuesta a la sefal de datos.
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En ciertas modalidades, los sistemas objeto se configuran para reducir la necesidad de entrada del usuario o
ajuste manual durante el anadlisis de la muestra con un citdmetro de flujo. En algunas modalidades, los
sistemas de interés pueden automatizarse parcialmente o totalmente de manera que los ajustes de los
parametros de un citometro de flujo se controlen por el procesador. En ciertas modalidades, los sistemas
objeto se configuran para ajustar uno o mas parametros del citdémetro de flujo sin ninguna intervencion
humana.

La presente descripcion proporciona un sistema para localizar automaticamente la posicién de una corriente
en un flujo de liquido de un citdmetro de flujo que comprende una primera camara, adaptada para detectar la
posicion de la corriente en un primer campo de deteccion y para generar una primera sefial representativa de
la posiciéon de la corriente y una primera etapa en donde la primera etapa se conecta operativamente a la
primera camara y se configura para moverse en un plano XY en respuesta a la primera sefal.

El sistema incluye una segunda camara adaptada para detectar una posicion de la corriente en un segundo
campo de deteccion y para generar una segunda sefial representativa de la posicion de la corriente en donde
el primer y segundo campos de deteccion de la primera y segunda camaras se orientan sustancialmente de
manera ortogonal en el plano XY en donde la primera etapa se conecta operativamente a la segunda camara
y se configura para mover el plano XY en respuesta a la segunda sefial en adicion de la primera sefial. Se
monta un laser o se monta un dispositivo de recogida en la primera etapa.

El sistema incluye una segunda etapa en donde un dispositivo de recogida se monta en la segunda etapay la
segunda etapa se configura para moverse en el plano XY en respuesta a la primera sefial y la segunda sefial.
El sistema también puede comprender un sistema eléctrico configurado para ajustar una carga eléctrica en la
corriente de flujo en respuesta a la segunda sefial de la segunda camara. La conexiéon operativa entre las
camaras y las etapas se media por un procesador conectado a la primera camara y la primera y segunda
camaras y la primera etapa y en donde el procesador se configura para recibir las sefiales de la primera y
segunda camaras y calcular una posicioén éptima para la primera etapa. En algunas modalidades la conexion
operativa se media por un procesador conectado a la primera y segunda camaras y la segunda etapa y se
configura para recibir las sefiales de la primera y segunda camaras y calcular una posiciéon éptima para la
segunda etapa. En algunas modalidades la corriente puede incluir una serie de gotas.

Se proporciona un sistema de acuerdo con ciertas modalidades para determinar automaticamente un
diametro de abertura de la boquilla con una primera camara, adaptada para detectar una dimensién de la
corriente en un primer campo de deteccion y para generar una primera sefal representativa de la dimension
de la corriente y un procesador que tiene una memoria con instrucciones en el mismo configurado para
determinar un valor para el diametro de abertura de la boquilla a partir de la dimensién de la corriente y
transmitir el valor a un citometro de flujo. La dimensién de la corriente puede ser el ancho de la corriente. En
algunas modalidades el citémetro de flujo puede configurarse para ajustar automaticamente una serie de
parametros después de recibir el valor transmitido. La serie de parametros puede seleccionarse del grupo
que comprende presion hidrostatica, carga de las gotas, tension de desviacion, valor de correccion de carga,
retardo de las gotas, frecuencia de las gotas, amplitud de las gotas, y fase de carga.

Los aspectos de la descripcion también incluyen métodos para ajustar uno o mas parametros de un citbmetro
de flujo. Los métodos de acuerdo con la invencion incluyen capturar una o mas imagenes de una corriente de
flujo del citdmetro de flujo en un campo de deteccion, determinar una o mas propiedades de la corriente de
flujo en el campo de deteccion, generar una sefial de datos correspondiente a una o mas propiedades de la
corriente de flujo y ajustar uno o mas parametros del citbmetro de flujo en respuesta a la sefial de datos.

Los aspectos de la presente descripcion también incluyen sistemas controlados por ordenador para poner en
practica los métodos objeto, donde los sistemas incluyen ademas uno o mas ordenadores que tienen
procesadores configurados para automatizar una o mas etapas de los métodos descritos en la presente
descripcion. En algunas modalidades, los sistemas incluyen un ordenador que tiene un medio de
almacenamiento legible por ordenador con un programa informatico almacenado en el mismo, donde el
programa informatico cuando se carga en el ordenador incluye instrucciones para capturar una o mas
imagenes de una corriente de flujo del citdmetro de flujo en un campo de deteccion; el algoritmo para
determinar la posicion espacial de la corriente de flujo en el campo de deteccion; el algoritmo para generar
una sefal de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo; e instrucciones para ajustar
uno o mas parametros del citdmetro de flujo en respuesta a la sefial de datos. En ciertos casos, los sistemas
incluyen un ordenador que tiene un medio de almacenamiento legible por ordenador con un programa
informatico almacenado en el mismo, donde el programa informatico cuando se carga en el ordenador incluye
instrucciones para capturar una o mas imagenes de una corriente de flujo del citbmetro de flujo en un campo
de deteccion; el algoritmo para determinar las dimensiones fisicas de la corriente de flujo en el campo de
deteccion; el algoritmo para generar una sefial de datos correspondiente a las dimensiones fisicas de la
corriente de flujo; e instrucciones para ajustar uno o mas parametros del citdmetro de flujo en respuesta a la
sefial de datos.
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Breve descripcion de las figuras

La invencion puede entenderse mejor a partir de la siguiente descripcion detallada cuando se lee junto con
los dibujos acompafiantes. En los dibujos se incluyen las siguientes figuras:

La Figura 1 representa una ilustracion esquematica de un sistema de acuerdo con ciertas modalidades.
La Figura 2 representa un diagrama de flujo que ilustra las etapas para poner en practica los métodos de
la presente descripcion de acuerdo con ciertas modalidades.

La Figura 3 representa un diagrama de flujo que ilustra las etapas para poner en practica los métodos de
la presente descripcion de acuerdo con ciertas modalidades.

Descripcion detallada

Antes de que la presente invencion se describa con mayor detalle, debe entenderse que esta invencion no se
limita a las modalidades particulares descritas, como tales pueden variar. También debe entenderse que la
terminologia usada en la presente descripcion tiene el propdsito de describir sélo modalidades particulares, y
no pretende ser limitante, ya que el alcance de la presente invencion se limitara s6lo mediante las
reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta el décimo de la
unidad del limite inferior a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e
inferior de ese intervalo y cualquier otro valor declarado o intermedio en ese intervalo declarado, se incluye
dentro de la invencién. Los limites superior € inferior de estos intervalos mas pequefos pueden incluirse
independientemente en los intervalos mas pequefios y también se incluyen dentro de la invencion, sujetos a
cualquier limite excluido especificamente en el intervalo declarado. Cuando el intervalo declarado incluye uno
0 ambos limites, los intervalos que excluyen uno o ambos de los limites incluidos también se incluyen en la
invencion.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
descripcion tienen el mismo significado como cominmente se entiende por un experto en la técnica a la que
pertenece esta invencion. Aunque cualquier método y materiales similares o equivalentes a los descritos en la
presente descripcion también pueden usarse en la practica o prueba de la presente invencion, ahora se
describen métodos y materiales ilustrativos representativos.

La cita de cualquier publicacién es para su descripcion antes de la fecha de presentacién y no debe
interpretarse como una admisién de que la presente invencién no tiene derecho a ser anterior a tal
publicacion en virtud de una invencién anterior. Ademas, las fechas de publicaciéon proporcionadas pueden
ser diferentes de las fechas de publicacion reales que pueden necesitar ser confirmadas de manera
independiente.

Se observa que, como se usa en la presente descripcion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "un", y "el" incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Se observa ademas que las reivindicaciones pueden redactarse para excluir cualquier elemento
opcional. Como tal, esta declaracion pretende servir como base antecedente para el uso de tal terminologia
exclusiva como "Unicamente", "s6lo" y similares en relacion con la exposiciéon de elementos de las
reivindicaciones, o el uso de una limitacion "negativa".

Como sera evidente para los expertos en la técnica al leer esta descripcién, cada una de las modalidades
individuales descritas e ilustradas en la presente descripcion tiene componentes y caracteristicas discretas
que pueden separarse facilmente de o combinarse con las caracteristicas de cualquiera de las otras diversas
modalidades sin apartarse del alcance de la presente invencién. Cualquier método expuesto puede llevarse a
cabo en el orden de los eventos expuestos o en cualquier otro orden que sea légicamente posible.

Como se resumio anteriormente, la presente descripcion proporciona sistemas configurados para automatizar
los ajustes de uno o mas parametros de un citometro de flujo. En las modalidades de la descripcion que se
describen adicionalmente, los sistemas configurados para ajustar uno o mas parametros de un citometro de
flujo primero se describen con mayor detalle. A continuacion, se describen métodos para ajustar uno o mas
parametros de un citdmetro de flujo con los sistemas objeto. También se proporcionan sistemas controlados
por ordenador que automatizan los ajustes a uno o mas parametros de un citémetro de flujo.

Sistemas para ajustar los parametros de un citémetro de flujo
Los aspectos de la presente descripcion incluyen sistemas configurados para ajustar los parametros de un
citdmetro de flujo. El término "ajustar” se usa en la presente descripcion en su sentido convencional para

referirse a cambiar uno o mas parametros funcionales del citometro de flujo. Como se describe con mayor
detalle mas abajo, el ajuste deseado puede variar en términos del objetivo, donde en algunos casos los
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ajustes deseados son ajustes que finalmente dan como resultado una mayor eficiencia de algun parametro
deseable, por ejemplo, precision de clasificacion de células mejorada, recogida de particulas mejorada,
identificacion de mal funcionamiento de componentes (por ejemplo, boquilla de la célula de flujo obstruida),
consumo de energia, eficiencia de carga de particulas, carga de particulas mas precisa, desviacion de
particulas mejorada durante la clasificacion de células, entre otros ajustes. En las modalidades, los sistemas
objeto se configuran para reducir la necesidad de entrada del usuario o ajuste manual durante el anadlisis de
la muestra con un citémetro de flujo. En ciertas modalidades, los sistemas de interés pueden automatizarse
completamente de manera que los ajustes de los parametros de un citémetro de flujo se controlen por el
procesador. Por "totalmente automatizado" se entiende que los ajustes hechos en respuesta a las sefiales de
datos correspondientes a uno o mas parametros de la corriente de flujo y derivados de una o mas imagenes
capturadas de la corriente de flujo requieren poca o ninguna intervencion humana o entrada manual en los
sistemas objeto. En ciertas modalidades, los sistemas objeto se configuran para ajustar uno o mas
parametros del citometro de flujo en base a las sefiales de datos correspondientes a uno o mas parametros
de la corriente de flujo sin ninguna intervencién humana.

Como se resumid anteriormente, los sistemas incluyen uno o mas sensores de formacion de imagenes
configurados para capturar imagenes de una corriente de flujo del citdmetro de flujo en uno o mas campos de
deteccion. Por "campo de deteccion" se entiende la region de la corriente de flujo de la cual se forman
imagenes mediante el uno o mas sensores de formacién de imagenes. Los campos de deteccién pueden
variar en dependencia de las propiedades de la corriente de flujo que se interroga. En las modalidades, el
campo de deteccion puede abarcar 0,001 mm o mas de la corriente de flujo, tal como 0,005 mm o mas, tal
como 0,01 mm o mas, tal como 0,05 mm o mas, tal como 0,1 mm o mas, tal como 0,5 mm o mas, tal como
1 mm o mas, tal como 2 mm o mas, tal como 5 mm o mas e incluye 10 mm o mas de la corriente de flujo. Por
ejemplo, cuando los sistemas objeto se configuran para determinar una dimensioén fisica (por ejemplo, ancho)
de la corriente de flujo, el campo de deteccién puede ser una seccion transversal plana de la corriente de
flujo. En otro ejemplo, cuando los sistemas objeto se configuran para determinar la posicion espacial de la
corriente de flujo, el campo de deteccion puede ser una longitud predeterminada de la corriente de flujo, tal
como por ejemplo para determinar el angulo formado por la corriente de flujo con respecto a la eje de la
boquilla de la célula de flujo.

El campo de deteccion interrogado por los sistemas objeto puede variar en dependencia del parametro del
citbmetro de flujo que se ajusta. En algunas modalidades, el campo de deteccion incluye el orificio de la
boquilla de la célula de flujo. En otras modalidades, el campo de deteccion incluye la ubicacion de la corriente
de flujo donde se cargan las gotas que contienen las particulas de interés (es decir, el punto de "ruptura"
donde la corriente de flujo continuo comienza a formar gotitas discretas). En otras modalidades, el campo de
deteccion incluye la region donde las particulas cargadas se desvian por placas deflectoras durante la
clasificacion de células.

Los sistemas incluyen uno o mas sensores de formaciéon de imagenes configurados para capturar imagenes
de una corriente de flujo en un campo de deteccion. El sensor de formacion de imagenes puede ser cualquier
dispositivo adecuado capaz de capturar y convertir una imagen o6ptica en una sefial de datos electronica, que
incluyen pero no se limitan a dispositivos con carga acoplada, dispositivos semiconductores con carga
acoplada (CCD), sensores de pixeles activos (APS), sensores de formacion de imagenes de
semiconductores de 6xido de metal complementarios (CMOS) o sensores de formacion de imagenes de
semiconductores de 6xido de metal de tipo N (NMOS). En algunas modalidades, el sensor de formacion de
imagenes es una camara CCD. Por ejemplo, la camara puede ser una camara CCD multiplicadora de
electrones (EMCCD) o una camara CCD intensificada (ICCD). En otras modalidades, el sensor de formacion
de imagenes es una camara de tipo CMOS.

En dependencia del numero de campos de deteccion que se interrogan y de los parametros de interés del
citometro de flujo, el numero de sensores de formacion de imagenes en los sistemas objeto puede variar,
como se desee. Por ejemplo, los sistemas objeto pueden incluir un sensor de formacién de imagenes o mas,
tales como dos sensores de formacion de imagenes o mas, tales como tres sensores de formacion de
imagenes o mas, tales como cuatro sensores de formacion de imagenes o mas, tales como cinco sensores
de formacion de imagenes o mas e incluyen diez sensores de formacion de imagenes o mas. En ciertas
modalidades, los sistemas incluyen un sensor de formacién de imagenes. En otras modalidades, los sistemas
incluyen dos sensores de formacion de imagenes. Cuando los sistemas incluyen mas de un sensor de
formacién de imagenes, cada sensor de formacion de imagenes puede orientarse con respecto al otro (como
se hace referencia en un plano X-Y) en un angulo que varia de 10° a 90°, tal como de 15° a 85°, tal como de
20° a 80°, tal como de 25° a 75° e incluyen de 30° a 60°. Cada sensor de formacion de imagenes se orienta
ortogonalmente (como se hace referencia en un plano X-Y) entre si. Por ejemplo, cuando los sistemas objeto
incluyen dos sensores de formacion de imagenes, el primer sensor de formacidon de imagenes se orienta
ortogonalmente (como se hace referencia en un plano X-Y) al segundo sensor de formacién de imagenes.

Cuando los sistemas objeto incluyen mas de un sensor de formacion de imagenes, cada sensor de formacion
de imagenes puede ser el mismo o una combinacién de sensores. Por ejemplo, cuando los sistemas objeto
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incluyen dos sensores de formacion de imagenes, en algunas modalidades el primer sensor de formacién de
imagenes es un dispositivo de tipo CCD y el segundo sensor de formacién de imagenes es un dispositivo de
tipo CMOS. En otras modalidades, tanto el primer como el segundo sensores de formacién de imagenes son
dispositivos de tipo CCD. En otras modalidades, tanto el primer como el segundo sensores de formacion de
imagenes son dispositivos de tipo CMOS.

En algunas modalidades, los sensores de formacion de imagenes son estacionarios, que mantienen una sola
posicién dentro del citbmetro de flujo. En otras modalidades, los sensores de formacion de imagenes pueden
configurarse para moverse a lo largo de la trayectoria de la corriente de flujo. Por ejemplo, el sensor de
formacion de imagenes puede configurarse para moverse aguas arriba y aguas abajo a lo largo de la
corriente de flujo al capturar imagenes en una pluralidad de campos de deteccion. Por ejemplo, los sistemas
pueden incluir un sensor de formacién de imagenes que se adapta para capturar imagenes en dos o mas
campos de deteccion diferentes a lo largo de la corriente de flujo, tal como 3 o mas campos de deteccion, tal
como 4 o mas campos de deteccion e incluyen 5 o mas campos de detecciéon. Cuando el sensor de formacion
de imagenes se configura para moverse a lo largo de la corriente de flujo, el sensor de formacion de
imagenes puede moverse a lo largo de la trayectoria de la corriente de flujo continuamente o en intervalos
discretos. En algunas modalidades, el sensor de formacion de imagenes se desplaza continuamente. En
otras modalidades, el sensor de formacion de imagenes puede desplazarse a lo largo de la trayectoria de la
corriente de flujo en intervalos discretos, tal como por ejemplo en incrementos de 1 mm o mas, tal como
incrementos de 2 mm o mas e incluye incrementos de 5 mm o mas.

Cuando el sensor de formacion de imagenes se configura para capturar imagenes en diferentes posiciones a
lo largo de una trayectoria de la corriente de flujo, el sensor de formacion de imagenes puede configurarse
para capturar imagenes continuamente o en intervalos discretos. En algunos casos, los sensores de
formacion de imagenes de interés se configuran para capturar imagenes continuamente. En otros casos, los
sensores de formacion de imagenes se configuran para tomar mediciones en intervalos discretos, tales como
capturar una imagen de la corriente de flujo cada 0,001 milisegundos, cada 0,01 milisegundos, cada
0,1 milisegundos, cada 1 milisegundo, cada 10 milisegundos, cada 100 milisegundos e incluyen cada
1000 milisegundos, o algun otro intervalo.

Como se describe con mayor detalle mas abajo, el sensor de formacion de imagenes se configura para
capturar una o mas imagenes de la corriente de flujo en cada campo de deteccion. Por ejemplo, el sensor de
formacion de imagenes puede configurarse para capturar 2 o mas imagenes de la corriente de flujo en cada
campo de deteccion, tal como 3 o mas imagenes, tal como 4 o mas imagenes, tal como 5 o mas imagenes,
tal como 10 o mas imagenes, tal como 15 o mas imagenes e incluye 25 o mas imagenes. Cuando se captura
una pluralidad de imagenes en un campo de deteccion, el procesador (como se discute mas abajo) puede
incluir un algoritmo de procesamiento de formacion de imagenes digitales para unir la pluralidad de imagenes.

En dependencia de la tasa de la corriente de flujo y la resolucion de imagen deseada, el sensor de formacion
de imagenes puede tener un tiempo de exposicion de 100 ms o menos cuando se lee el sensor completo, tal
como 75 ms o menos, tal como 50 ms o menos, tal como 25 ms o menos, tal como 10 ms o menos, tal como
5 ms o menos, tal como 1 ms o menos, tal como 0,1 ms o menos, tal como 0,01 ms o menos, tal como 0,001
ms 0 menos, tal como 0,0001 ms o menos, tal como 0,00001 ms o menos e incluye un tiempo de exposicion
de 0,000001 ms o menos. Por ejemplo, el tiempo de exposicion del sensor de formaciéon de imagenes en un
campo de deteccion que captura imagenes de la corriente de flujo en el orificio de la boquilla de la célula de
flujo puede tener un tiempo de exposicion que varia de 0,0001 ms a 10 ms, tal como de 0,001 ms a 5 ms, tal
como de 0,01 ms a 2 ms e incluye de 0,1 ms a 1 ms. El tiempo de exposicion de los sensores de formacion
de imagenes en un campo de deteccion que captura imagenes de la corriente de flujo del citdmetro de flujo
aguas abajo desde el orificio de la boquilla puede tener un tiempo de exposiciéon que varia de 0,0001 ms a 10
ms, tal como de 0,001 ms a 5 ms, tal como de 0,01 ms a 2 ms e incluye de 0,1 ms a 1 ms.

En ciertas modalidades, los sensores de formacion de imagenes en los sistemas objeto pueden tener 1 M de
pixeles activos o mas, tal como 1,5 M o mas, por ejemplo, 2 M o mas, 2,5 M o mas, o 3 M o mas. En ciertos
aspectos, un pixel corresponde a una dimensioén fisica real de aproximadamente 0,3 um. En dependencia del
campo de deteccion, en algunos casos, los sensores de formacion de imagenes tienen un area de sensor de
150 mm? o mas, tal como aproximadamente 150 mm? a aproximadamente 175 mm?, aproximadamente
175 mm? a aproximadamente 200 mm? aproximadamente 200 mm? a aproximadamente 225 mm?,
aproximadamente 225 mm? a aproximadamente 250 mm?, aproximadamente 250 mm? a aproximadamente
300 mm?, aproximadamente 300 mm? a aproximadamente 400 mm?, aproximadamente 400 mm? a
aproximadamente 500 mm?, aproximadamente 500 mm? a aproximadamente 750 mm?, aproximadamente
750 mm? a aproximadamente 1000 mm?, o aproximadamente 1000 mm? o mas.

El sensor de formacién de imagenes puede colocarse a cualquier distancia adecuada de la corriente de flujo
del citometro de flujo siempre que el campo de deteccion sea capaz de capturar una imagen de la corriente
de flujo. Por ejemplo, el sensor de formaciéon de imagenes puede colocarse a 0,01 mm o mas de la corriente
de flujo, tal como 0,05 mm o mas, tal como 0,1 mm o mas, tal como 0,5 mm o mas, tal como 1 mm o mas, tal
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como 2,5 mm o mas, tal como 5 mm o mas, tal como 10 mm o mas, tal como 15 mm o mas, tal como 25 mm
o0 mas e incluye 50 mm o mas de la corriente de flujo del citdmetro de flujo.

En algunas modalidades, el sensor de formacion de imagenes se coloca en un angulo con respecto al eje de
la corriente de flujo. Por ejemplo, el sensor de formacién de imagenes puede colocarse en un angulo con
respecto al eje de la corriente de flujo que varia de 10° a 90°, tal como de 15° a 85°, tal como de 20° a 80°, tal
como de 25° a 75° e incluye de 30° a 60°. En ciertas modalidades, el sensor de formacion de imagenes se
coloca en un angulo de 90 ° con respecto al eje de la corriente de flujo.

En algunos casos, el sensor de formacion de imagenes también incluye un protocolo de ajuste dptico. Por
"ajuste oOptico" se entiende que capturar imagenes del campo de deteccion mediante el sensor de formacion
de imagenes puede cambiarse como se desee, tal como para aumentar o disminuir las dimensiones
capturadas o para mejorar la resolucion 6ptica de la imagen. En algunos casos, el ajuste Optico es un
protocolo de aumento configurado para aumentar el tamafio del campo de deteccion capturado por el sensor
de formacion de imagenes, tal como en 5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal
como en 50 % o mas e incluye aumentar el campo de deteccién del sensor de formacién de imagenes en
75 % o mas. En otros casos, el ajuste Optico es un protocolo de reduccion configurado para disminuir el
tamafio del campo de deteccion capturado por el sensor de formacion de imagenes, tal como en 5 % o mas,
tal como en 10 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas e incluye disminuir el ancho de la
viga en forma de hendidura en 75 % o mas. En ciertas modalidades, el ajuste éptico es un protocolo de
resolucién mejorada configurado para mejorar la resolucion de las imagenes capturadas, tal como en 5 % o
mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas e incluye mejorar la
resolucion de las imagenes capturadas en 75 % o mas. Capturar imagenes del campo de deteccion mediante
el sensor de formacion de imagenes puede ajustarse con cualquier protocolo de ajuste 6ptico conveniente,
que incluye pero no se limita a lentes, espejos, filtros y combinaciones de los mismos. En ciertas
modalidades, el sensor de formacion de imagenes incluye una lente de enfoque. La lente de enfoque, por
ejemplo puede ser una lente de reduccidon. En otras modalidades, la lente de enfoque es una lente de
aumento.

Los sensores de formacion de imagenes de la presente descripcion también pueden incluir uno o mas
separadores de longitud de onda. El término "separador de longitud de onda" se usa en la presente
descripciéon en su sentido convencional para referirse a un protocolo éptico para separar la luz policromatica
en sus longitudes de onda componentes para la deteccion. La separacion de longitudes de onda, de acuerdo
con ciertas modalidades, puede incluir pasar o bloquear selectivamente longitudes de onda especificas o
intervalos de longitudes de onda de la luz policromatica. Para separar longitudes de onda de luz, la luz
transmitida puede pasarse a través de cualquier protocolo de separacion de longitud de onda conveniente,
que incluye pero no se limita a vidrio coloreado, filiros de paso de banda, filtros de interferencia, espejos
dicroicos, rejillas de difraccion, monocromadores y combinaciones de los mismos, entre otros protocolos de
separacion de longitudes de onda. En dependencia del campo de deteccion, la fuente de luz y la corriente de
flujo que se visualizan, los sistemas pueden incluir uno o mas separadores de longitud de onda, tal como dos
0 mas, tal como tres o mas, tal como cuatro o mas, tal como cinco o mas e incluyen 10 o mas separadores de
longitud de onda. En un ejemplo, los sensores de formacion de imagenes incluyen un filtro de paso de banda.
En otro ejemplo, los sensores de formacion de imagenes incluyen dos o mas filtros de paso de banda. En otro
ejemplo, los sensores de formacion de imagenes incluyen dos o mas filtros de paso de banda y una rejilla de
difraccion. En otro ejemplo, los sensores de formacion de imagenes incluyen una pluralidad de filtros de paso
de banda y un monocromador. En ciertas modalidades, los sensores de formacién de imagenes incluyen una
pluralidad de filtros de paso de banda vy rejillas de difraccion configurados en una configuracion de rueda de
filtros. Cuando los sensores de formacion de imagenes incluyen dos o mas separadores de longitud de onda,
los separadores de longitud de onda pueden utilizarse individualmente o en serie para separar la luz
policromatica en longitudes de onda de componentes. En algunas modalidades, los separadores de longitud
de onda se disponen en serie. En otras modalidades, los separadores de longitud de onda se disponen
individualmente de manera que se realicen una o mas mediciones mediante el uso de cada uno de los
separadores de longitud de onda.

En algunas modalidades, los sistemas incluyen uno o mas filtros 6pticos, tal como uno o mas filtros de paso
de banda. Por ejemplo, en algunos casos los filtros 6pticos de interés son filiros de paso de banda que tienen
anchos de banda minimos que varian de 2 nm a 100 nm, tal como de 3 nm a 95 nm, tal como de 5 nm a 95
nm, tal como de 10 nm a 90 nm, tal como de 12 nm a 85 nm, tal como de 15 nm a 80 nm e incluyen filtros de
paso de banda que tienen anchos de banda minimos que varian de 20 nm a 50 nm. En otros casos, los filtros
opticos son filtros de paso largo, tal como por ejemplo filtros de paso largo que atentan longitudes de onda
de luz de 1600 nm o menos, tal como 1550 nm o menos, tal como 1500 nm o menos, tal como 1450 nm o
menos, tal como 1400 nm o menos, tal como 1350 nm o menos, tal como 1300 nm o menos, tal como
1000 nm o menos, tal como 950 nm o menos, tal como 900 nm o menos, tal como 850 nm o menos, tal como
800 nm o menos, tal como 750 nm o menos, tal como 700 nm o menos, tal como 650 nm o menos, tal como
600 nm o menos, tal como 550 nm o menos, tal como 500 nm o menos e incluyen un filiro de paso largo que
atenua longitudes de onda de luz de 450 nm o menos. En otros casos mas, los filtros opticos son filtros de
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paso corto, tal como por ejemplo filtros de paso corto que atentan longitudes de onda de luz de 200 nm o
mas, tal como 250 nm o mas, tal como 300 nm o mas, tal como 350 nm o mas, tal como 400 nm o mas, tal
como 450 nm o mas, tal como 500 nm o mas, tal como 550 nm o mas e incluyen filtros de paso corto que
atenuan longitudes de onda de luz de 600 nm o mas.

En otras modalidades, el separador de longitud de onda es una rejilla de difraccion. Las rejillas de difraccion
pueden incluir, pero no se limitan a rejillas de difraccion de transmision, dispersivas o reflectantes. La
separacion adecuada de la rejilla de difraccion puede variar en dependencia de la configuracion de la fuente
de luz, el campo de deteccion y el sensor de formacién de imagenes y otros protocolos de ajuste 6ptico
presentes (por ejemplo, lentes de enfoque), que varian de 0,01 um a 10 ym, tal como de 0,025 ym a 7,5 ym,
tal como de 0,5 ym a 5 ym, tal como de 0,75 ym a 4 ym, tal como de 1 ym a 3,5 ym e incluyen de 1,5 ym a
3,5 um.

En algunas modalidades, cada sensor de formacion de imagenes se acopla operativamente a una o mas
fuentes de luz para iluminar la corriente de flujo en el campo de deteccion. En algunas modalidades, la fuente
de luz es una fuente de luz de banda ancha, que emite luz que tiene una gama amplia de longitudes de onda,
tal como por ejemplo, que abarca 50 nm o mas, tal como 100 nm o mas, tal como 150 nm o mas, tal como
200 nm o mas, tal como 250 nm o mas, tal como 300 nm o mas, tal como 350 nm o mas, tal como 400 nm o
mas e incluye que abarca 500 nm o mas. Por ejemplo, una fuente de luz de banda ancha adecuada emite luz
que tiene longitudes de onda de 200 nm a 1500 nm. Otro ejemplo de una fuente de luz de banda ancha
adecuada incluye una fuente de luz que emite luz que tiene longitudes de onda de 400 nm a 1000 nm. Puede
emplearse cualquier protocolo de fuente de luz de banda ancha conveniente, tal como una lampara halégena,
lampara de arco de deuterio, lampara de arco de xenédn, fuente de luz de banda ancha acoplada a fibra
estabilizada, un LED de banda ancha con espectro continuo, diodo emisor superluminiscente, diodo emisor
de luz semiconductor, fuente de luz blanca LED de amplio espectro, una fuente de luz blanca integrada multi-
LED, entre otras fuentes de luz de banda ancha o cualquier combinacién de las mismas.

En otras modalidades, la fuente de luz es una fuente de luz de banda estrecha que emite una longitud de
onda particular o una estrecho gama de longitudes de onda. En algunos casos, las fuentes de luz de banda
estrecha emiten luz que tiene una estrecha gama de longitudes de onda, tal como por ejemplo, 50 nm o
menos, tal como 40 nm o menos, tal como 30 nm o menos, tal como 25 nm o menos, tal como 20 nm o
menos, tal como 15 nm o menos, tal como 10 nm o menos, tal como 5 nm o menos, tal como 2 nm o menos e
incluyen fuentes de luz que emiten una longitud de onda de luz especifica (es decir, luz monocromatica).
Puede emplearse cualquier protocolo de fuente de luz de banda estrecha conveniente, tal como un LED de
longitud de onda estrecha, un diodo laser o una fuente de luz de banda ancha acoplada a uno o mas filtros
opticos de paso de banda, rejillas de difraccién, monocromadores o cualquier combinacion de los mismos.

Los sistemas objeto pueden incluir una o mas fuentes de luz, como se desee, tal como dos o mas fuentes de
luz, tal como tres o mas fuentes de luz, tal como cuatro o mas fuentes de luz, tal como cinco o mas fuentes
de luz e incluyen diez o mas fuentes de luz. La fuente de luz puede incluir una combinacién de tipos de
fuentes de luz, por ejemplo, cuando se emplean dos fuentes de luz, una primera fuente de luz puede ser una
fuente de luz blanca de banda ancha (por ejemplo, LED de luz blanca de banda ancha) y la segunda fuente
de luz puede ser una fuente de luz de infrarrojo cercano de banda ancha (por ejemplo, LED de IR cercano de
banda ancha). En otros casos, cuando se emplean dos fuentes de luz, una primera fuente de luz puede ser
una fuente de luz blanca de banda ancha (por ejemplo, LED de luz blanca de banda ancha) y la segunda
fuente de luz puede ser una fuente de luz de espectro estrecho (por ejemplo, una fuente de luz visible de
banda estrecha o LED de IR cercano). En otros casos, la fuente de luz es una pluralidad de fuentes de luz de
banda estrecha cada una que emite longitudes de onda especificas, tal como una matriz de dos o mas LED,
tal como una matriz de tres o mas LED, tal como una matriz de cinco o mas LED, que incluye una matriz de
diez o mas LED.

En algunas modalidades, las fuentes de luz emiten luz que tiene longitudes de onda que varian de 200 nm a
1500 nm, tal como de 250 nm a 1250 nm, tal como de 300 nm a 1000 nm, tal como de 350 nm a 900 nm e
incluyen de 400 nm a 800 nm. Por ejemplo, la fuente de luz puede incluir una fuente de luz de banda ancha
que emite luz que tiene longitudes de onda de 200 nm a 900 nm. En otros casos, la fuente de luz incluye una
pluralidad de fuentes de luz de banda estrecha que emiten longitudes de onda que varian de 200 nm a
900 nm. Por ejemplo, la fuente de luz puede ser una pluralidad de LED de banda estrecha (1 nm - 25 nm)
cada uno que emite luz independientemente que tiene un intervalo de longitudes de onda entre 200 nm y
900 nm. En algunas modalidades, la fuente de luz de banda estrecha es una o mas lamparas de banda
estrecha que emiten luz en el intervalo de 200 nm a 900 nm, tal como una lampara de cadmio de banda
estrecha, lampara de cesio, lampara de helio, lampara de mercurio, lAmpara de mercurio-cadmio, lampara de
potasio, lampara de sodio, [Ampara de nedn, lampara de zinc o cualquier combinacién de las mismas.

En ciertas modalidades, la fuente de luz es una fuente de luz estroboscopica donde la corriente de flujo se

ilumina con flash de luz periédicos. En dependencia de la fuente de luz (por ejemplo, lampara de flash, laser
pulsado), la frecuencia de la luz estroboscépica puede variar, y puede ser 0,01 kHz o mas, tal como 0,05 kHz
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o mas, tal como 0,1 kHz o mas, tal como 0,5 kHz o mas, tal como 1 kHz o mas, tal como 2,5 kHz o mas, tal
como 5 kHz o mas, tal como 10 kHz o mas, tal como 25 kHz o mas, tal como 50 kHz o mas e incluye 100 kHz
o0 mas. En estas modalidades, la luz estroboscépica puede acoplarse operativamente a un procesador que
tiene un generador de frecuencia que regula la frecuencia estroboscopica. En algunos casos, el generador de
frecuencia se acopla al generador de accionamiento de las gotitas de manera que la luz estroboscopica se
sincroniza con la generacién de gotitas. En otros casos, el generador de frecuencia de la luz estroboscopica
se acopla operativamente al uno o mas sensores Opticos de manera que la frecuencia de la luz
estroboscopica se sincroniza con la frecuencia de captura de imagenes. En ciertos casos, las fuentes de luz
estroboscodpica y los controladores de frecuencia adecuados incluyen, pero no se limitan a los descritos en
las patentes de Estados Unidos Nums. 5,700,692 y 6,372,506. Las fuentes de luz estroboscépica y pulsada
también se describen en Sorenson, y otros Cytometry, Vol. 14, Num. 2, paginas 115-22 (1993); Wheeless, y
otros The Journal of Histochemestry and Cytochemistry, Vol. 24, Num. 1, paginas 265-268 (1976).

Como se resumio anteriormente, los sistemas incluyen uno o mas procesadores acoplados operativamente a
los sensores de formacion de imagenes donde los procesadores se configuran para generar una sefial de
datos a partir de las imagenes capturadas y para ajustar uno o mas parametros del citometro de flujo en
respuesta a la sefal de datos. En modalidades, el procesador se configura para ejecutar instrucciones desde
la memoria para ajustar uno o mas parametros del citometro de flujo en base a la sefial de datos derivada de
las imagenes capturadas. Los parametros del citdmetro de flujo que pueden ajustarse de acuerdo con las
modalidades de la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a presion hidrostatica, tension de carga
de las gotas, tension de las placas de desviacion, valor de correccion de carga, retardo de las gotas,
frecuencia de accionamiento de las gotas, amplitud de las gotas y fase de carga. El procesador se acopla
operativamente a una o mas etapas de soporte y el posicionamiento de las etapas de soporte puede
ajustarse en respuesta a la sefial de datos derivada de las imagenes capturadas.

En las modalidades, los procesadores incluyen una memoria que tiene una pluralidad de instrucciones para
realizar las etapas de los métodos objeto (como se describe con mayor detalle mas abajo), tal como iluminar
una corriente de flujo del citometro de flujo en un campo de deteccion con una fuente de luz, capturar uno o
mas imagenes de la corriente de flujo, generar una sefal de datos correspondiente a una o mas propiedades
de la corriente de flujo en base a las imagenes capturadas, y ajustar los parametros del citdmetro de flujo en
respuesta a la sefial de datos. Los sistemas objeto pueden incluir tanto componentes de hardware como de
software, donde los componentes de hardware pueden tomar la forma de una o mas plataformas, por
ejemplo, en forma de servidores, de manera que los elementos funcionales, es decir, aquellos elementos del
sistema que llevan a cabo funciones especificas (tales como gestionar la entrada y salida de informacion,
procesar informacion, etc.) del sistema pueden llevarse a cabo mediante la ejecucion de aplicaciones de
software en y a través de una o mas plataformas informaticas representadas del sistema. El procesador
incluye una memoria que tiene instrucciones almacenadas en el mismo para realizar las etapas de los
métodos objeto que incluyen iluminar una corriente de flujo del citometro de flujo en un campo de deteccion
con una fuente de luz, capturar una o mas imagenes de la corriente de flujo, generar una sefial de datos
correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo en base a las imagenes capturadas, y
ajustar los parametros del citdometro de flujo en respuesta a la sefial de datos.

En modalidades, el procesador se configura para generar una sefial de datos correspondiente a una o mas
propiedades de la corriente de flujo a partir de las imagenes capturadas. En los campos de deteccion donde
la corriente de flujo es continua, el procesador puede configurarse para generar una sefial de datos
correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo, las dimensiones de la corriente de flujo tal
como el ancho de la corriente de flujo, asi como también la velocidad de flujo y la turbulencia de flujo. En los
campos de deteccion donde la corriente de flujo se compone de gotitas discretas, el procesador puede
configurarse para generar una sefial de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo,
tamafio de las gotas que incluye el diametro y volumen de las gotas, la frecuencia de accionamiento de las
gotas, la amplitud de las gotas asi como también la uniformidad del tamario y la frecuencia de las gotas. En
ciertas modalidades, el procesador puede configurarse para generar una sefal de datos correspondiente a la
relacion del tamafio de la corriente de flujo en comparacién con el tamarfio esperado de la corriente de flujo en
base a las caracteristicas empiricas del citdmetro de flujo y los datos introducidos por el usuario. En otras
modalidades, el procesador puede configurarse para evaluar las imagenes capturadas para determinar si una
corriente de flujo esta presente o ausente en un campo de deteccidon particular. En otras modalidades, el
procesador puede configurarse para evaluar las imagenes capturadas de la corriente de flujo para determinar
el tamafio del orificio de la boquilla de la célula de flujo.

El procesador se acopla operativamente a un sensor de formacion de imagenes que captura imagenes de la
corriente de flujo en un campo de deteccidon y genera una sefial de datos correspondiente a la posicion
espacial de la corriente de flujo. Por ejemplo, el procesador puede tomar las imagenes capturadas de la
corriente de flujo en el campo de deteccion y mapear la posicion espacial de la corriente de flujo en un plano
X-Y. En algunos casos, la posicion de la corriente de flujo en el plano X-Y se compara con la posicion
espacial del eje vertical de la boquilla de la célula de flujo para determinar la posicion de la corriente de flujo
con respecto al eje vertical formado por la boquilla de la célula de flujo. En base a la posicion espacial
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determinada de la corriente de flujo en el campo de deteccion, el procesador genera una sefal de datos
correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo.

En estas modalidades, la sefal de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo puede
usarse por el procesador para ajustar automaticamente uno o mas parametros del citometro de flujo. En
algunos casos, la sefial de datos se usa para ajustar la posicion de una etapa de soporte que tiene uno o mas
recipientes para recoger particulas, tal como para la clasificacion de células. El procesador genera una sefal
de datos correspondiente a la posicion de la corriente de flujo y ajusta la posicion de una etapa de soporte de
manera que los recipientes de recogida en la etapa de soporte se alinean con la trayectoria de la corriente de
flujo. Por ejemplo, el procesador puede configurarse para mapear la posicion de la corriente de flujo en cada
campo de deteccidon en un plano X-Y, mapear la posicion del recipiente en el plano X-Y y hacer coincidir la
posicion del recipiente en el plano X-Y con la posicion de la corriente de flujo en el plano X-Y para alinear el
recipiente de recogida con la corriente de flujo. En algunos casos, los sistemas objeto se configuran para
mapear la posicion de la corriente de flujo en dos campos de deteccion. En estos casos, el procesador mapea
la posicion espacial de la corriente de flujo en el primer campo de deteccién en un plano X-Y y mapea la
posicion espacial de la corriente de flujo en el segundo campo de deteccion en el plano X-Y. En base a las
posiciones mapeadas de la corriente de flujo en el primer y segundo campos de deteccion, el procesador se
configura para generar una sefal de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo en el
citémetro de flujo.

El procesador genera una sefial de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo y
ajusta automaticamente la posicion de una etapa de soporte en un plano X-Y para optimizar la recogida de la
corriente de flujo. Por ejemplo, optimizar la recogida puede incluir reducir el nimero de particulas de la
corriente de flujo no recogidas por los recipientes en la etapa de soporte debido a la desalineacion de la
corriente de flujo con los recipientes de recogida. Por ejemplo, el nimero de particulas no recogidas por los
recipientes en la etapa de soporte debido a la desalineacién se reduce en 5 % o mas en comparaciéon con un
recipiente en una etapa de soporte no ajustada en respuesta a la sefial de datos, por ejemplo en 10 % o mas,
tal como 15 % o mas, tal como 20 % o mas, tal como 25 % o mas, tal como 35 % o mas, tal como 50 % o
mas, tal como 75 % o mas, tal como 90 % o mas, tal como 95 % o mas e incluye en 99 % o mas. Dicho de
otra manera, el procesador en ciertos casos alinea automaticamente la posicion de la etapa de soporte en
respuesta a la sefial de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo de manera que el
numero de particulas recogidas por el recipiente aumenta en 5 % o mas en comparacién con un recipiente en
una etapa de soporte no ajustada en respuesta a la sefial de datos, tal como en 10 % o mas, tal como 15 % o
mas, tal como 20 % o mas, tal como 25 % o mas, tal como 35 % o mas, tal como 50 % o mas, tal como 75 %
0 mas, tal como 90 % o mas, tal como 95 % o mas e incluye en 99 % o mas. En otros casos, ajustar la
posicion de la etapa de soporte que tiene recipientes para recoger particulas cargadas durante la clasificacion
de células puede aumentarse en comparacion con la recogida con una etapa de soporte no ajustada en
respuesta a la sefial de datos en 2 veces o mas, tal como 3 veces o mas, tal como 5 veces o mas e incluye
en 10 veces o mas.

En algunas modalidades, una etapa de soporte se coloca aguas abajo de las placas deflectoras e incluye
recipientes para recoger células clasificadas que se han separado en base a la carga (es decir, positiva,
negativa y neutra). En algunos casos, la estructura de soporte puede incluir tres o mas recipientes. En otros
casos, la estructura de soporte incluye un solo recipiente dividido en tres 0 mas compartimentos para recoger
las células clasificadas. Un sensor de formacion de imagenes se configura para capturar imagenes de la
corriente de flujo en un campo de deteccién aguas abajo desde las placas deflectoras y un procesador
acoplado operativamente al sensor de formaciéon de imagenes genera una sefial de datos correspondiente a
las posiciones espaciales de las corrientes de flujo. En estas modalidades, el procesador toma las imagenes
capturadas de cada corriente de flujo y mapea la posicion espacial de la corriente de flujo en un plano X-Y.
En algunos casos, la posicion de la corriente de flujo en el plano X-Y se compara con la posicion de la
corriente de flujo antes de entrar en las placas deflectoras para determinar la desviacion debida a los efectos
de las placas deflectoras. En estas modalidades, el procesador puede generar una sefal de datos distinta
correspondiente a la posicién de la corriente de flujo de particulas neutras, la corriente de flujo de particulas
negativas y la corriente de flujo de particulas positivas, o cualquier combinacién de las mismas. En un
ejemplo, el procesador genera una sefial de datos que corresponde a la posicion de la corriente de flujo de
particulas neutras después de la desviacion por las placas deflectoras. En otro ejemplo, el procesador genera
una sefial de datos que corresponde a la posicién de la corriente de flujo de particulas negativas después de
la desviacion por las placas deflectoras. En otro ejemplo, el procesador genera una sefal de datos que
corresponde a la posicion de la corriente de flujo de particulas positivas que vienen desde las placas
deflectoras. En otro ejemplo, el procesador genera una sefial de datos que corresponde a las posiciones de la
corriente de flujo de las particulas positivas, las particulas negativas y las particulas neutras.

En base a las posiciones espaciales determinadas de cada corriente de flujo, el procesador ajusta
automaticamente uno o mas parametros del citdmetro de flujo. Por ejemplo, la sefial de datos puede usarse
para ajustar la posicion de una etapa de soporte que tiene recipientes para recoger las particulas positivas,
las particulas negativas y las particulas neutras. En estos casos, el procesador genera una sefial de datos
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correspondiente a las posiciones espaciales de cada corriente de flujo (es decir, corriente de particulas
neutras, corriente de particulas positivas y corriente de particulas negativas) y ajusta automaticamente la
posicion de la etapa de soporte para alinear los recipientes de recogida con cada una de las corrientes de
flujo para optimizar la recogida. Por ejemplo, la posicion de la etapa de soporte puede ajustarse
automaticamente para alinear los recipientes de recogida con cada corriente de flujo de manera que el
numero de particulas recogidas por los recipientes aumenta en 5 % o mas en comparacién con un recipiente
en una estructura de soporte no ajustada en respuesta a la sefial de datos, tal como en 10 % o mas, tal como
15 % o mas, tal como 20 % o mas, tal como 25 % o mas, tal como un 35 % o mas, tal como 50 % o mas, tal
como 75 % o mas, tal como 90 % o mas, tal como 95 % o mas e incluye 99% o mas.

Como se resumié anteriormente, los sistemas de acuerdo con las modalidades de la presente descripcion
incluyen uno o mas procesadores que se automatizan para ajustar los parametros de un citometro de flujo en
base a las sefiales de datos derivadas de imagenes capturadas de la corriente de flujo del citometro de flujo.
En determinadas modalidades, los parametros del citometro de flujo que pueden ajustarse incluyen presion
de fluido de la vaina, presion hidrostatica, tension de carga de las gotitas, tension de las placas de desviacion,
valor de correccion de carga, retardo de las gotas, frecuencia de accionamiento de las gotas, amplitud de las
gotas y fase de carga.

En algunas modalidades, el procesador puede configurarse para ajustar la presion hidrostatica en respuesta
a una sefal de datos correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo determinadas en base
a las imagenes capturadas. En algunos casos, la presion hidrostatica puede aumentarse tal como en 0,1 psi o
mas, tal como 0,5 psi 0 mas, tal como en 1 psi o mas, tal como en 5 psi o0 mas, tal como en 10 psi 0 mas, tal
como en 25 psi 0 mas, tal como en 50 psi 0 mas, tal como en 75 psi o mas e incluye aumentar la presion
hidrostatica en 100 psi o mas. Por ejemplo, la presién hidrostatica puede aumentarse en 1 % o mas, tal como
en 5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 %
0 mas, tal como en 75 % o mas e incluye aumentar la presion hidrostatica en 90 % o mas. En otros casos, la
presion hidrostatica se reduce, tal como en 0,1 psi 0 mas, tal como 0,5 psi 0 mas, tal como en 1 psi 0 mas, tal
como en 5 psi 0 mas, tal como en 10 psi 0 mas, tal como en 25 psi 0 mas, tal como en 50 psi 0 mas, tal como
en 75 psi 0 mas e incluye reducir la presion hidrostatica en 100 psi o mas. Por ejemplo, la presion hidrostatica
puede reducirse en 1 % o mas, tal como en 5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal
como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 % o mas e incluye reducir la presion
hidrostatica en 90 % o mas.

En otras modalidades, el procesador puede configurarse para ajustar la tensiéon de carga de las gotas en
respuesta a una sefial de datos correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo
determinadas en base a las imagenes capturadas. En algunos casos, la tensién de carga de las gotas
aumenta, tal como en 0,01 V o mas, tal como 0,05 V o mas, tal como 0,1 V o mas, tal como en 0,5V o mas,
tal como en 1 V o mas, tal como en 5 V o mas, tal como en 10 V o mas, tal como en 15V o mas, tal como en
25V o mas, tal como en 50 V o mas e incluye aumentar la tension de carga de las gotas en 75 V o mas. Por
ejemplo, la tension de carga de las gotas puede aumentarse en 1 % o mas, tal como en 5 % o mas, tal como
en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 %
0 mas e incluye aumentar la tension de carga de las gotas en 90 % o mas. En otros casos, la tensiéon de
carga de las gotas se reduce, tal como en 0,01 V o mas, tal como 0,05 V o mas, tal como 0,1 V o mas, tal
como en 0,5 V o mas, tal como en 1V o mas, tal como en 5 V o0 mas, tal como en 10 V o mas, tal como en
15V o mas, tal como en 25 V o mas, tal como en 50 V o mas e incluye reducir la tension de carga de las
gotas en 75 V o mas. Por ejemplo, la tension de carga de las gotas puede reducirse en 1 % o mas, tal como
en 5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 %
0 mas, tal como en 75 % o mas e incluye reducir la tensién de carga de las gotas en 90 % o mas.

En otras modalidades, el procesador puede configurarse para ajustar la tension de las placas de desviacion
en respuesta a una sefial de datos correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo
determinada en base a las imagenes capturadas. En algunos casos, la tension de las placas de desviacion
aumenta, tal como en 5V o mas, tal como en 10 V o mas, tal como en 50 V o mas, tal como en 100 V o mas,
tal como en 250 V o mas, tal como en 500 V o mas, tal como en 1000 V o mas e incluye aumentar la tension
de carga de las gotas en 2000 V o mas. Por ejemplo, la tensién de las placas de desviacion puede
aumentarse en 1 % o mas, tal como en 5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal
como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 % o mas e incluye aumentar la tension de las
placas de desviacion en 90 % o mas. En otros casos, la tension de carga de las gotas se reduce, tal como en
0,5V o0 mas, tal como en 5 V o mas, tal como en 10 V o mas, tal como en 50 V o mas, tal como en 100 V o
mas, tal como en 250 V o mas, tal como en 500 V o mas, tal como en 1000 V o mas e incluye reducir la
tension de las placas de desviacion en 2000 V o mas. Por ejemplo, la tension de las placas de desviacion
puede reducirse en 1 % o mas, tal como en 5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal
como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 % o mas e incluye reducir la tension de las
placas de desviacion en 90 % o mas.
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En otras modalidades, el procesador puede configurarse para ajustar la frecuencia de accionamiento de las
gotas en respuesta a una sefial de datos correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo
determinada en base a las imagenes capturadas. En algunos casos, la frecuencia de accionamiento de las
gotas aumenta, tal como en 0,01 Hz o mas, tal como en 0,05 Hz o mas, tal como en 0,1 Hz o mas, tal como
en 0,25 Hz o mas, tal como en 0,5 Hz o mas, tal como en 1 Hz o mas, tal como en 2,5 Hz o mas, tal como en
5 Hz o0 mas, tal como en 10 Hz o0 mas e incluye en 25 Hz o mas. Por ejemplo, la frecuencia de accionamiento
de las gotas puede aumentarse en 1 % o mas, tal como en 5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en
15 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 % o mas e incluye aumentar
la frecuencia de accionamiento de las gotas en 90 % o mas. En otros casos, la frecuencia de accionamiento
de las gotas se reduce, tal como en 0,01 Hz o mas, tal como en 0,05 Hz o mas, tal como en 0,1 Hz o mas, tal
como en 0,25 Hz o mas, tal como en 0,5 Hz o mas, tal como en 1 Hz o mas, tal como en 2,5 Hz o mas, tal
como en 5 Hz o mas, tal como en 10 Hz o mas e incluye en 25 Hz o mas. Por ejemplo, la frecuencia de
accionamiento de las gotas puede reducirse en 1 % o mas, tal como en 5 % o mas, tal como en 10 % o mas,
tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 % o mas e incluye
reducir la frecuencia de las gotas en 90 % o mas. En otras modalidades, el procesador puede configurarse
para ajustar el retardo de las gotas en respuesta a una sefial de datos correspondiente a una o mas
propiedades de la corriente de flujo determinadas en base a las imagenes capturadas. En algunos casos, el
retardo de las gotas aumenta, tal como en 0,01 microsegundos o mas, tal como en 0,05 microsegundos o
mas, tal como en 0,1 microsegundos o mas, tal como en 0,3 microsegundos o mas, tal como en
0,5 microsegundos o mas, tal como en 1 microsegundo o mas, tal como 2,5 microsegundos o mas, tal como
5 microsegundos o mas, tal como en 7,5 microsegundos o mas e incluye aumentar el retardo de las gotas en
10 microsegundos o mas. Por ejemplo, la retardo de las gotas puede aumentarse en 1 % o mas, tal como en
5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 % o
mas, tal como en 75 % o mas e incluye aumentar el retardo de las gotas en 90 % o mas. En otros casos, la
frecuencia de las gotas se reduce, tal como en 0,01 microsegundos o mas, tal como en 0,05 microsegundos o
mas, tal como en 0,1 microsegundos o mas, tal como en 0,3 microsegundos o mas, tal como en
0,5 microsegundos o mas, tal como en 1 microsegundo o mas, tal como en 2,5 microsegundos o mas, tal
como en 5 microsegundos o mas, tal como en 7,5 microsegundos o0 mas e incluye reducir el retardo de las
gotas en 10 microsegundos o mas. Por ejemplo, el retardo de las gotas puede reducirse en 1 % o mas, tal
como en 5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en
50 % o mas, tal como en 75 % o mas e incluye reducir el retardo de las gotas en 90 % o mas.

En otras modalidades, el procesador puede configurarse para ajustar la amplitud de las gotas en respuesta a
una sefal de datos correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo determinadas en base a
las imagenes capturadas. En algunos casos, la amplitud de las gotas aumenta, tal como en 0,01 volts o mas,
tal como en 0,025 volts o mas, tal como en 0,05 volts o mas, tal como en 0,1 volts o mas, tal como en
0,25 volts 0 mas, tal como en 0,5 volts 0 mas e incluye aumentar la amplitud de las gotas en 1 volt o mas. Por
ejemplo, la amplitud de las gotas puede aumentarse en 1 % o mas, tal como en 5 % o mas, tal como en 10 %
0 mas, tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 % o mas e
incluye aumentar la amplitud de las gotas en 90 % o mas. En otros casos, la amplitud de las gotas se reduce,
tal como en 0,01 volts o mas, tal como en 0,025 volts o mas, tal como en 0,05 volts o mas, tal como en
0,075 volts o mas, tal como en 0,1 volts o mas, tal como en 0,25 volts o mas e incluye reducir la amplitud de
las gotas en 1 volt o mas. Por ejemplo, la amplitud de las gotas puede reducirse en 1 % o mas, tal como en
5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 % o
mas, tal como en 75 % o mas e incluye reducir la amplitud de las gotas en 90 % o mas.

En algunas modalidades, el procesador se acopla operativamente a un sensor de formacion de imagenes que
captura imagenes de una corriente de flujo del citmetro de flujo en un campo de deteccion y genera una
sefial de datos correspondiente a las dimensiones fisicas de la corriente de flujo en base a las imagenes
capturadas. Cuando la corriente de flujo es una corriente continua, en algunos casos el procesador se
configura para tomar las imagenes capturadas y generar una sefial de datos correspondiente al ancho de la
corriente de flujo. En los campos de deteccion donde la corriente de flujo se compone de gotitas discretas, en
algunos casos el procesador se configura para generar una sefial de datos correspondiente al diametro de las
gotitas.

En ciertas modalidades, el procesador puede configurarse para comparar las dimensiones fisicas de la
corriente de flujo determinada a partir de las imagenes capturadas con las dimensiones esperadas en base a
las caracteristicas empiricas del citometro de flujo (tal como el tamafio del orificio de la boquilla de la célula
de flujo y la presion de fluido de la vaina) y los parametros introducidos por el usuario. En estas modalidades,
el procesador se configura para generar una sefial de datos correspondiente a la relacién de las dimensiones
fisicas de la corriente de flujo en comparacion con las dimensiones de la corriente de flujo esperadas en base
a las caracteristicas empiricas del citdmetro de flujo y los parametros introducidos por el usuario. Por ejemplo,
el procesador puede configurarse para generar una sefial de datos que indica que la corriente de flujo es
99 % o menos del tamafio esperado de la corriente de flujo en base a las caracteristicas empiricas del
citbmetro de flujo y los parametros introducidos por el usuario, tal como 95 % o menos, tal como 90 % o
menos, tal como 85 % o menos, tal como 80 % o menos, tal como 75 % o menos, tal como 50 % o menos, tal
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como 25 % o menos e incluye 10 % o menos del tamafio esperado de la corriente de flujo. En otras
modalidades, el procesador puede configurarse para generar una sefial de datos que indica que la corriente
de flujo es mas del tamafo esperado en base a las caracteristicas empiricas del citdmetro de flujo y los
parametros introducidos por el usuario, tal como que es 105 % o mas del tamafio de la corriente de flujo, tal
como 110 % o mas, tal como 125 % o mas e incluye 150 % o mas. En estas modalidades, el procesador
puede configurarse para automatizar ajustes a uno o mas parametros del citometro de flujo en base a la sefial
de datos correspondiente a la relacion del tamafio de la corriente de flujo a partir de las imagenes capturadas
y el tamafio esperado de la corriente de flujo en base a caracteristicas empiricas del citdmetro de flujo y
entrada del usuario. Por ejemplo, el procesador puede configurarse para ajustar automaticamente la
velocidad de bombeo, la presion hidrostatica y la frecuencia de accionamiento de las gotas en respuesta a la
relacion determinada.

En ciertos casos, el procesador se configura para determinar un diametro de abertura de la boquilla de la
célula de flujo. En estas modalidades, el procesador se acopla operativamente a un sensor de formacion de
imagenes que captura imagenes de la corriente de flujo en el orificio de la boquilla de la célula de flujo y
genera una sefial de datos correspondiente a las dimensiones fisicas de la corriente de flujo. En base a la
sefial de datos correspondiente a las dimensiones fisicas de la corriente de flujo, el procesador se configura
para determinar el diametro de abertura de la boquilla de la célula de flujo. En algunos casos, en base a la
sefial de datos correspondiente a las dimensiones fisicas de la corriente de flujo el procesador puede
determinar que el diametro de abertura de la boquilla de la célula de flujo es 25 pym o mas, tal como 35 ym o
mas, tal como 45 ym o mas, tal como 50 um o mas, tal como 60 um o mas, tal como 75 um o mas, tal como
100 ym o mas e incluye 150 ym o mas. Por ejemplo, el sistema puede configurarse para determinar un
diametro de abertura de la boquilla de la célula de flujo a partir de las dimensiones fisicas de la corriente de
flujo que varia de 25 pm a 200 ym, tal como de 35 ym a 175 pm, tal como de 50 ym a 150 ym e incluye de
75 ym a 100 pm.

En ciertos casos, el diametro de abertura de la boquilla se determina en base al ancho de la corriente de flujo.
En otros casos, el diametro de abertura de la boquilla se determina en base al volumen de las gotitas.

El procesador puede, en ciertos casos, configurarse para ajustar automaticamente uno o mas parametros en
base al diametro de abertura de la boquilla determinado, tal como por ejemplo, la presion hidrostatica, la
presion de fluido de la vaina, carga de las gotas, tension de desviacion, valor de correccion de carga, retardo
de las gotas, frecuencia de accionamiento de las gotas, fase de carga de amplitud de la gotas y cualquier
combinacion de los mismos, como se discutié anteriormente.

En algunas modalidades, el procesador puede configurarse para ajustar automaticamente la frecuencia de
accionamiento de las gotas en respuesta a la sefial de datos correspondiente al tamafio del orificio de la
boquilla de la célula de flujo determinado mediante el uso de las imagenes capturadas de la corriente de flujo.
Por ejemplo, la frecuencia de accionamiento de las gotas puede aumentarse en 0,01 Hz o mas, tal como en
0,05 Hz o mas, tal como en 0,1 Hz o mas, tal como en 0,25 Hz o mas, tal como en 0,5 Hz o mas, tal como en
1 Hz o mas, tal como en 2,5 Hz o mas, tal como en 5 Hz o mas, tal como en 10 Hz o mas e incluye en 25 Hz
o mas. En ofros casos, el procesador se configura para reducir automaticamente la frecuencia de
accionamiento de las gotas en respuesta al tamafio del orificio de la boquilla de la célula de flujo determinado
mediante el uso de las imagenes capturadas de la corriente de flujo, tal como en 0,01 Hz o mas, tal como en
0,05 Hz o mas, tal como en 0,1 Hz o mas, tal como en 0,25 Hz o mas, tal como en 0,5 Hz o mas, tal como en
1 Hz o mas, tal como en 2,5 Hz o mas, tal como en 5 Hz o mas, tal como en 10 Hz o mas e incluye en 25 Hz
0 mas.

En otras modalidades, el procesador puede configurarse para ajustar automaticamente la presion de fluido de
la vaina en respuesta a la sefial de datos correspondiente al tamafio del orificio de la boquilla de la célula de
flujo determinado mediante el uso de las imagenes capturadas de la corriente de flujo. Por ejemplo, la presion
de fluido de la vaina puede aumentarse en 0,001 psi o0 mas, tal como en 0,005 psi 0 mas, tal como en 0,01 psi
0 mas, tal como en 0,05 psi 0 mas, tal como en 0,1 psi o mas, tal como en 0,5 psi o mas, tal como en 1 psi o
mas, tal como en 5 psi o mas, tal como en 10 psi 0 mas, tal como en 25 psi o mas, tal como en 50 psi 0 mas,
tal como en 75 psi o0 mas e incluye aumentar la presion de fluido de la vaina en 100 psi o mas. En otros
casos, el procesador se configura para reducir automaticamente la presion de fluido de la vaina en respuesta
al tamafio del orificio de la boquilla de la célula de flujo determinado mediante el uso de las imagenes
capturadas de la corriente de flujo, tal como en 0,1 psi o0 mas, tal como en 0,5 psi o mas, tal como en 1 psi o
mas, tal como en 5 psi o mas, tal como en 10 psi 0 mas, tal como en 25 psi o mas, tal como en 50 psi 0 mas,
tal como en 75 psi 0 mas e incluye reducir la presion de fluido de la vaina en 100 psi 0 mas.

En algunas modalidades, los sistemas de interés incluyen un sensor de formacion de imagenes configurado
para capturar imagenes en un campo de deteccion en el punto de ruptura de la corriente de flujo. El término
"punto de ruptura" se usa en la presente descripcion en su sentido convencional para referirse al punto en el
cual la corriente de flujo continuo comienza a formar gotitas. En estas modalidades, los sistemas objeto
incluyen un procesador acoplado operativamente al sensor de formacion de imagenes y configurado para

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2900 530 T3

generar una sefal de datos correspondiente al volumen de las gotas de las gotitas aguas abajo desde el
punto de ruptura. El procesador toma las imagenes capturadas de las gotitas de la corriente de flujo y mide el
volumen de las gotas. La sefal de datos correspondiente al volumen de las gotas puede usarse por el
procesador para ajustar automaticamente uno o mas parametros del citdbmetro de flujo.

En algunas modalidades, la sefial de datos correspondiente al volumen de las gotas se usa por el procesador
para ajustar automaticamente la frecuencia de accionamiento de las gotas de la corriente de flujo. Por
ejemplo, el procesador puede configurarse para reducir automaticamente la frecuencia de accionamiento de
las gotas, tal como en 5 % o mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o
mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 % o mas, tal como en 90 % o mas, tal como en 95 % o mas e
incluye en 99 % o mas. En otros casos, el procesador se configura para reducir automaticamente la
frecuencia de accionamiento de las gotas en 2 veces 0 mas en respuesta a la sefial de datos correspondiente
al volumen de las gotas determinado, tal como en 3 veces o mas, tal como en 4 veces o mas, tal como en 5
veces 0 mas e incluye en 10 veces o mas. En otros casos, el procesador se configura para aumentar
automaticamente la frecuencia de accionamiento de las gotas, tal como en 5 % o mas en respuesta a la sefial
de datos correspondiente al volumen de las gotas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal
como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 % o mas, tal como en 90 % o mas, tal como
en 95 % o mas e incluye en 99 % o mas. En otros casos, el procesador se configura para aumentar
automaticamente la frecuencia de accionamiento de las gotas en 2 veces o mas, tal como en 3 veces o mas,
tal como en 4 veces o mas, tal como en 5 veces o mas e incluye en 10 veces o mas.

En otras modalidades, la sefal de datos correspondiente al volumen de las gotas se usa por el procesador
para automatizar el volumen de recogida de la muestra durante la clasificacion de células. Por ejemplo, el
volumen deseado para cada muestra recogida puede introducirse en el procesador y en base a la sefial de
datos correspondiente al volumen de las gotas, el citdmetro de flujo puede automatizarse para detener la
recogida de la muestra después de una cantidad predeterminada de tiempo, tal como por al retirar el
recipiente de recogida o al interrumpir la corriente de flujo mediante el citometro de flujo.

En algunas modalidades, el procesador puede configurarse para determinar la presencia o ausencia de una
corriente de flujo en un campo de deteccion. Los sistemas de interés pueden incluir un sensor de formacion
de imagenes configurado para capturar imagenes de la corriente de flujo del citdmetro de flujo que sale del
orificio de la boquilla de la célula de flujo y un procesador acoplado operativamente al sensor de formacion de
imagenes configurado para evaluar las imagenes capturadas para determinar si una corriente de flujo esta
presente o no presente en el campo de deteccion. Por ejemplo, determinar si una corriente de flujo esta
presente o no presente en las imagenes capturadas del orificio de la boquilla de la célula de flujo puede
usarse para determinar si la célula de flujo tiene una boquilla obstruida. En estas modalidades, las imagenes
capturadas por los sensores de formacion de imagenes se evaluan por el procesador y si se detecta una
corriente de flujo en las imagenes por el procesador, el procesador se configura para generar una sefial que
indica la presencia de una corriente de flujo. Por otro lado, si después de evaluar las imagenes capturadas, el
procesador determina que la corriente de flujo esta ausente en las imagenes capturadas, el procesador
puede configurarse para generar una sefial que indica la ausencia de una corriente de flujo.

Cuando el procesador determina que no esta presente la corriente de flujo en las imagenes capturadas, en
ciertas modalidades, los sistemas objeto se configuran para alertar automaticamente a un usuario de que la
ausencia de la corriente de flujo es un resultado de un mal funcionamiento del citémetro de flujo, tal como una
boquilla obstruida. En estas modalidades, el procesador correlaciona la sefal de datos correspondiente a la
ausencia de una corriente de flujo con la entrada del usuario sobre si debe esperarse una corriente de flujo.
En algunas modalidades, un usuario puede configurar el sistema para tener una configuracion de "bucle
cerrado" donde la corriente de flujo desde la boquilla se dirige a un receptaculo de desechos sin formar una
corriente de flujo. En estas modalidades, el citdmetro de flujo no alerta al usuario de un mal funcionamiento
(por ejemplo, boquilla obstruida) ya que no se espera una corriente de flujo. Sin embargo, cuando se espera
una corriente de flujo (tal como durante el uso normal), el procesador se automatiza para alertar al usuario de
un mal funcionamiento si después de evaluar las imagenes capturadas no se detecta corriente de flujo.

En ciertas modalidades, después de que el procesador ha generado una sefial de datos correspondiente a
una o mas propiedades de la corriente de flujo en base a las imagenes capturadas, un modulo de salida que
puede comunicar los parametros del citdometro de flujo puede ajustarse en respuesta a la sefal de datos. En
algunos casos, el modulo de salida comunica una salida junto con los sistemas objeto al ajustar los
parametros del citometro de flujo. En otros casos, el médulo de salida comunica los parametros antes del
ajuste y puede requerir la confirmacion del ajuste por el usuario. La salida del procesador puede comunicarse
al usuario mediante cualquier protocolo conveniente, tal como por ejemplo al visualizarlo en un monitor o al
imprimir un informe.

Como se discutié anteriormente, los sistemas en algunas modalidades incluyen una o mas etapas de soporte

acopladas operativamente a los procesadores. Las etapas de soporte adecuadas pueden ser cualquier
dispositivo de montaje conveniente configurado para mantener en su lugar uno o mas componentes de los
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sistemas objeto, tales como sustrato plano, dispositivos de montaje contorneados, estructuras de soporte
cilindricas o tubulares, soportes de laser o LED, entre otros tipos de estructuras de soporte. La etapa de
soporte es un soporte para un dispositivo de iluminacion, tal como un laser o un LED. En otros casos, los
sistemas incluyen una estructura de soporte para mantener uno o mas recipientes para recoger particulas de
la corriente de flujo. Por ejemplo, la etapa de soporte puede configurarse para mantener en su lugar
recipientes que incluyen, pero no se limitan a tubos de ensayo, tubos coénicos, recipientes multi-
compartimentales tales como placas de microtitulacion (por ejemplo, placas de 96 pocillos), tubos de
centrifuga, tubos de cultivo, microtubos, tapones, cubetas, frascos, recipientes poliméricos rectilineos, entre
otros tipos de recipientes.

Los sistemas de interés pueden incluir una o mas etapas de soporte, como se desee, tales como dos o mas,
tales como tres 0 mas, tales como cuatro o mas y que incluyen cinco o mas etapas de soporte. Por ejemplo,
el nUmero de etapas de soporte puede variar de 1 a 10 etapas de soporte, tal como de 2 a 7 etapas de
soporte e incluyen de 3 a 5 etapas de soporte. Los sistemas de interés incluyen una etapa de soporte. En
otras modalidades, los sistemas incluyen dos etapas de soporte. En un ejemplo, los sistemas objeto incluyen
una etapa de soporte que tiene un recipiente para recoger gotitas de la corriente de flujo. En otro ejemplo, los
sistemas objeto incluyen una etapa de soporte que tiene un laser montado. El sistema sujeto incluye una
primera etapa de soporte que tiene un laser montado y una segunda etapa de soporte que tiene un recipiente
para recoger gotitas de la corriente de flujo.

Las etapas de soporte son moviles. Por ejemplo, en un ejemplo la etapa de soporte puede moverse para
ajustar la posicién de los recipientes de recogida en la etapa de soporte de manera que se alinean con la
corriente de flujo. En otro ejemplo, la etapa de soporte puede moverse para ajustar la posicion de un laser. En
algunos casos, la etapa de soporte se mueve en dos dimensiones, tal como en un plano X-Y ortogonal al eje
de la corriente de flujo. En otros casos, la estructura de soporte se mueve en tres dimensiones. Cuando la
etapa de soporte se configura para moverse, la etapa de soporte puede moverse continuamente o en
intervalos discretos. En algunas modalidades, la etapa de soporte se mueve en un movimiento continuo. En
otras modalidades, la etapa de soporte se mueve en intervalos discretos, tal como por ejemplo en
incrementos de 0,01 micrones o mas, tal como 0,05 micrones o mas, tal como 0,1 micrones o mas, tal como
0,5 micrones o mas, tal como 1 micron o mas, tal como 10 micrones o mas, tal como 100 micrones o mas, tal
como 500 micrones o mas, tal como 1 mm o mas, tal como 5 mm o mas, tal como 10 mm o mas e incluye
incrementos de 25 mm o mas.

Puede emplearse cualquier protocolo de desplazamiento para mover las estructuras de soporte, tal como
mover las etapas de soporte con una etapa de traslacion accionada por motor, ensamble de traslacién de
husillo, dispositivo de traslacién con engranajes, tal como aquellos que emplean un motor paso a paso,
servomotor, motor eléctrico sin escobillas, motor de DC con escobillas, motor de accionamiento de micro-
pasos, motor paso a paso de alta resolucion, entre otros tipos de motores.

Ciertas modalidades de la presente descripcion pueden describirse con referencia a la Figura 1. En la Figura
1 se ilustra un citdmetro de flujo 100 que emplea una modalidad de la presente invencion. Como se discutid
anteriormente, el citdmetro de flujo 100 incluye una célula de flujo 104, un depdsito de muestra 106 para
proporcionar una muestra de fluido, (por ejemplo, muestra de sangre), a la célula de flujo y un depésito de la
vaina 108 para proporcionar un fluido de la vaina a la célula de flujo. El citdmetro de flujo 100 se configura
para transportar una muestra de fluido que tiene células en una corriente de flujo a la célula de flujo 104 junto
con un flujo de laminado de fluido de la vaina. El analisis de la corriente de flujo en una zona de interrogacion
103 dentro de la célula de flujo 104 puede usarse para determinar las propiedades de una muestra y controlar
los parametros de clasificacion (como se describe en la presente descripcion). Los protocolos de
interrogacion de muestra pueden incluir una fuente de luz (por ejemplo, laser) 112 para iluminar la corriente
de flujo y uno o mas detectores 109 (por ejemplo, tubos fotomultiplicadores (PMT), dispositivo acoplado
cargado (CCD)) o cualquier otro tipo adecuado de dispositivo de deteccion de luz. Cuando la luz de la fuente
de luz cruza la corriente de muestra en la zona de interrogacion 103, la luz laser se dispersa por el fluido de la
corriente de muestra y, en particular, por cualquier célula presente en la corriente de muestra. Una primera
porcion de la luz laser dispersada se propagara en la direccion anterior a la interseccion a la corriente de
muestra (referida en la presente descripcion como luz de dispersion directa). Una segunda porcién de la luz
laser que cruza el punto de interrogacion se dispersara en un angulo diferente de la direccién de propagacion
(referida en la presente descripcion como luz de dispersion lateral). Dentro de la célula de flujo 104, el fluido
de la vaina rodea la corriente de células, y el fluido de la vaina combinado y la corriente de células sale de la
célula de flujo 104 a través de una boquilla 102 que tiene un orificio 110 como la corriente de flujo 111. La
corriente de flujo puede ser un flujo continuo de fluido o una serie de gotitas en dependencia de la accion de
un generador de gotitas.

La corriente de flujo 111 sale de la boquilla 102 por el orificio de la boquilla 110 que puede tener cualquier
diametro por ejemplo, 50 ym, 70 um, 100 ym, o cualquier otro diametro adecuado. El diametro de la boquilla
afectara las propiedades de una corriente de flujo, tal como las dimensiones de la corriente, el punto de
ruptura de las gotitas y el volumen de las gotas. Para visualizar la corriente de flujo 111, una fuente de luz
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112, tal como una luz estroboscépica LED, laser o cualquier otro dispositivo de iluminacion, puede utilizarse y
colocarse opcionalmente en la region de la corriente de fluido de muestra 111. Puede colocarse una camara
113 u ofro dispositivo de recogida de imagenes para capturar una imagen de la corriente de flujo en un primer
campo de deteccion. En algunas modalidades la corriente de flujo puede comprender una corriente continua
0 una serie de gotitas. Si la corriente de flujo es un flujo continuo de liquido, la imagen capturada por la
camara en el campo de deteccién puede proporcionar un usuario o controlador con informacion suficiente
para determinar la posicion y/o las dimensiones de la corriente de flujo.

En algunos aspectos de esta invencion la camara 113 u otro dispositivo de deteccion puede afectar alguna
accion en el citdbmetro de flujo 100 en base a la imagen recogida por la camara 113. Un controlador de
configuracion 114 que comprende un algoritmo informatico puede recibir la imagen de la corriente de flujo y
determinar alguna accién a realizar por el citbmetro de flujo, que libera ventajosamente al usuario de las
tareas de configuracion manual. En algunas modalidades, el diametro de abertura de la boquilla 110 puede
determinarse en base a un andlisis de imagen de las dimensiones de la corriente de flujo 111 capturado por
la camara 113. En algunas modalidades un controlador de configuracion 114 puede conectarse
operativamente al citdmetro de flujo 100 e iniciar automaticamente el ajuste de una serie de parametros en el
citdmetro de flujo en base al diametro de la boquilla determinado a partir de la imagen recibida por la camara.
Los parametros pueden incluir cualquier parametro de citometria de flujo tal como presién hidrostatica, carga
de las gotas, tensioén de desviacion, valor de correccion de carga, retardo de las gotas, frecuencia de las
gotas, amplitud de las gotas, y fase de las gotas.

El controlador de configuracion 114 puede conectarse operativamente a un sistema fluidico 115 que puede
controlar la velocidad de la corriente de flujo 111 en el citdmetro de flujo 100. El controlador de configuracion
114 puede iniciar una pausa en el corriente de flujo en base a una imagen recibida de la camara 113.

La imagen recogida de la camara 113 de la corriente de flujo 111 en el campo de deteccidon puede
proporcionar informacion adicional acerca de la posicion de la corriente de flujo en un plano XY. La camara
puede conectarse operativamente a una o mas etapas 116, 119 y la posicidon de la etapa o etapas puede
moverse en respuesta a una sefal de la camara o controlador de configuracion conectado a la camara. Un
dispositivo de recogida o un dispositivo emisor de luz tal como un laser 117 puede fijarse a una etapa y
alinearse de manera beneficiosa para interceptar la corriente de flujo 111 en respuesta a la imagen de la
camara 113. El dispositivo emisor de luz puede alinearse para maximizar la cantidad de luz recibida por la
corriente de flujo. Un dispositivo de recogida 118 puede fijarse a la primera etapa o a una segunda etapa 119
y alinearse para maximizar la recogida de una corriente de flujo u orientar la corriente de flujo con respecto a
una 'posicion inicial' en el dispositivo de recogida. La alineacion automatica mejorada del laser o dispositivo
de recogida con la corriente de flujo reduce beneficiosamente el ajuste manual de la etapa por el usuario.

Una segunda camara 120 o dispositivo de recogida de datos puede colocarse debajo de la primera camara
113 o dispositivo de recogida de datos y configurarse para recoger una imagen en un segundo campo de
deteccion. La segunda camara puede colocarse ortogonalmente en un plano XY con relacion a la primera
camara, u opcionalmente puede colocarse una serie de opticas en un plano XY de manera que el primer y
segundo campos de deteccién se orienten ortogonalmente. La segunda camara 120 también puede
conectarse operativamente a una o mas etapas moviles 116, 119 ya sea directamente o a través del
controlador de configuracion 114. Los dispositivos de recogida o analisis pueden fijarse a las etapas. El
segundo campo de deteccion puede orientarse ortogonalmente con relacion al primer campo de deteccion.
Las imagenes de la segunda camara pueden usarse para refinar la posicion de la corriente de flujo
determinada a partir de la primera camara y proporcionar un posicionamiento mejorado de una o mas etapas
asociadas con la corriente de flujo. Aunque las camaras 113 y 120 se muestran como detectores individuales
para propositos ilustrativos, puede usarse una pluralidad de camaras para detectar la corriente de flujo en una
pluralidad de campos de deteccién. Puede utilizarse una fuente de luz adicional 123 para proporcionar
suficiente iluminacién para capturar la imagen de la corriente de flujo en esta posicion. Alternativamente el
laser 117 puede proporcionar suficiente iluminacién. Ademas, pueden colocarse filtros u otras épticas 121 y
122 en frente de las areas de recepcion de luz de las camaras 113 y 120, respectivamente, para filtrar
cualquier luz o para ajustar la resolucion o direcciéon del campo de deteccion.

Las imagenes de la primera y/o segunda camaras 113, 120 pueden analizarse por un controlador de
configuracion 114 para determinar cualquier nimero de propiedades de la corriente de flujo, tal como la
posicion de la corriente de flujo en un campo de deteccién o las dimensiones de la corriente de flujo. Una
sefial correspondiente a la ubicacion de la corriente de flujo en el campo de detecciéon puede transmitirse a un
controlador de configuracion 114 o directamente a una etapa movil 116, 119 e iniciar la alineacién automatica
de dispositivos o recipientes fijados a la etapa con respecto a la corriente de flujo.

La corriente de flujo puede ser una serie de gotitas que se desvian parcialmente por un par de placas de
desviacidon 124 y se convierten en una pluralidad de corrientes 125, 126, 127. Como se ilustra ademas, el
citbmetro de flujo puede incluir una pluralidad de recipientes de recogida 118, 128 y 129 para recoger la
pluralidad de corrientes de flujo. Los recipientes de recogida pueden ser un solo recipiente con multiple
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pocillos tal como una placa de 96 o 364 pocillos o una serie de recipientes. En el ejemplo mostrado en la
Figura 1, las gotitas 127 que se han cargado negativamente en la zona de interrogacion seran dirigidas por
los potenciales aplicados a las placas de desviacion 124 hacia el recipiente de recogida 128. Las gotitas 126
que no se han cargado ni positivamente ni negativamente no se desviaran por los potenciales aplicados a las
placas de desviacion 124, y por lo tanto contindan a lo largo de su trayectoria original dentro del recipiente de
recogida central 118. Las gotitas 125 que se han cargado positivamente seran desviaran por los potenciales
aplicados a las placas de desviacion 124 hacia el recipiente de recogida 129. La alineacion de los recipientes
de recogida con respecto a las corrientes de flujo desviadas es esencial para maximizar las recogidas de
células clasificadas.

El recipiente o recipientes de recogida pueden alinearse automaticamente al recoger datos de la primera y/o
segunda camaras 113, 120 para determinar la posicién de las corrientes de flujo en un plano XY. El(Los)
recipiente(s) de recogida pueden fijarse a una etapa movil 119 en comunicaciéon con el controlador 114 o
directamente con la primera o segunda camaras 113, 120. Las camaras pueden determinar la posicion de la
corriente en el campo de deteccioén, y generar una sefial al controlador. El controlador 114 puede controlar
automaticamente la posicion de un recipiente de recogida 118 dispuesto debajo de la corriente de flujo para
optimizar la posicion del recipiente de recogida con respecto a la corriente de flujo. En algunas modalidades
el controlador también puede controlar la magnitud de la carga eléctrica recibida por una porcion de las
gotitas. La magnitud de la carga eléctrica puede afectar el grado de desviacion experimentado por las gotitas
y por lo tanto la posicién de las gotitas en el plano XY.

El controlador de configuracion 118 puede realizar mas acciones en dependencia de los parametros
introducidos en el dispositivo. Un aspecto de la invencién es la aplicacién de un valor de entrada para el de
volumen de las gotas en el controlador de configuracion 114. El volumen de las gotas puede determinarse por
cualquier medio tal como mediciones empiricas de un volumen después de que se ha recogido un nimero
establecido de gotas de un diametro de la boquilla particular en un periodo definido de tiempo. Entonces el
volumen de las gotas puede introducirse en el controlador de configuracién 114. En algunas modalidades el
controlador puede provocar que el sistema fluidico 115 se detenga después de que se dispense un volumen
establecido a un recipiente de recogida 118. Este método mejora beneficiosamente un protocolo de recogida
debido a que el uso de un volumen de las gotas calibrado puede proporcionar una determinacion mas precisa
del volumen de recogida que los métodos convencionales que se basan en el conteo de las gotas para
controlar los tiempos de recogida. Mediante el uso de los métodos de esta invencién y la informacion del
volumen de fluido clasificado disponible, puede implementarse una "regla de detencion" adicional para el
proceso de clasificacion.

En algunos aspectos de esta invencion, el controlador de configuracion puede usarse para distinguir entre
una boquilla obstruida y una boquilla de bucle cerrado disefiada especificamente para no generar una
corriente de flujo. La boquilla de "bucle cerrado" tiene una salida que se conecta a un sistema de tuberia que
va directamente al desecho. No crea una corriente abierta, clasificable, y se usa sdélo para analisis. Es
importante ser capaz de distinguir esta boquilla de una boquilla de clasificacion obstruida que deberia crear
una corriente abierta, clasificable pero que no es capaz por alguna razéon. En algunas modalidades el
controlador de configuracion detecta eléctricamente cuando se instala la boquilla de bucle cerrado. La
deteccion eléctrica puede tomar cualquier forma tal como una boquilla de bucle cerrado insertada que
proporciona una conexion a tierra a un circuito de resistencia de 'traccién'. Si la boquilla de bucle cerrado se
detecta de esta manera, una imagen de una corriente no se espera por la camara, de manera que una
boquilla obstruida no se informa erroneamente cuando no se ve una imagen de corriente. Para clasificar las
boquillas, se espera una imagen de corriente, y mediante el uso del valor del area de esa imagen, se
determina un tamarfo de la boquilla y se ejecutan los valores de configuracion del instrumento adecuados
para la boquilla. Si no se visualiza una imagen de la corriente y no se detecta una sefial eléctrica que indica la
presencia de una boquilla de bucle cerrado, se determina que una boquilla de clasificacion se instala y
obstruye. El controlador de configuracion puede iniciar una serie de acciones en este evento. Por ejemplo, el
usuario puede notificarse de una boquilla obstruida, el sistema fluidico puede pausarse, o puede iniciarse
cualquier otra accion.

Métodos para ajustar los parametros de un citémetro de flujo

Los aspectos de la descripcion también incluyen métodos para ajustar uno o mas parametros de un citbmetro
de flujo. Los métodos de acuerdo con la invencion incluyen capturar una o mas imagenes de una corriente de
flujo del citdmetro de flujo en un campo de deteccion, determinar una o mas propiedades de la corriente de
flujo en el campo de deteccion, generar una sefial de datos correspondiente a una o mas propiedades de la
corriente de flujo y ajustar uno o mas parametros del citbmetro de flujo en respuesta a la sefial de datos.

Como se discutié anteriormente, el término "ajustar" se refiere a cambiar uno o mas parametros funcionales
del citometro de flujo. El ajuste deseado puede variar en términos del objetivo, donde en algunos casos los
ajustes deseados son ajustes que finalmente dan como resultado una mayor eficiencia de algun parametro
deseable, por ejemplo, precision de clasificacion de células mejorada, recogida de particulas mejorada,
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identificacion de mal funcionamiento de componentes (por ejemplo, boquilla de la célula de flujo obstruida),
consumo de energia, eficiencia de carga de particulas, carga de particulas mas precisa, desviacion de
particulas mejorada durante la clasificacion de células, entre otros ajustes. En las modalidades, los métodos
objeto reducen o eliminan completamente la necesidad de entrada del usuario o ajuste manual durante el
analisis de la muestra con un citdmetro de flujo. En ciertas modalidades, los métodos de interés pueden
automatizarse completamente, de manera que los ajustes hechos en respuesta a las sefiales de datos
correspondientes a uno o mas parametros de la corriente de flujo requieren poca o ninguna intervencion
humana o entrada manual por el usuario. En ciertas modalidades, los métodos incluyen ajustar uno o mas
parametros del citometro de flujo en base a las sefiales de datos correspondientes a uno o mas parametros
de la corriente de flujo sin ninguna intervencion humana, tal como dos o mas parametros, tal como tres o mas
parametros, tal como cuatro o mas parametros e incluyen cinco o mas parametros. En algunas modalidades,
los métodos pueden incluir ajustar la presion hidrostatica, la presion de fluido de la vaina, carga de las gotas,
tension de desviacion, valor de correccion de carga, retardo de las gotas, frecuencia de accionamiento de las
gotas, fase de carga de amplitud de las gotas y cualquier combinacion de los mismos.

En la practica de métodos se capturan una o mas imagenes de una corriente de flujo del citometro de flujo en
un campo de deteccidon. Como se discutié anteriormente, los campos de deteccidon pueden variar en
dependencia de las propiedades de la corriente de flujo que se interroga. En las modalidades, los métodos
pueden incluir capturar en una imagen un campo de deteccion que abarca 0,001 mm o mas de la corriente de
flujo, tal como 0,005 mm o mas, tal como 0,01 mm o mas, tal como 0,05 mm o mas, tal como 0,1 mm o mas,
tal como 0,5 mm o mas, tal como 1 mm o mas, tal como 2 mm o mas, tal como 5 mm o mas e incluyen
10 mm o mas de la corriente de flujo. El campo de deteccion interrogado puede variar. En algunas
modalidades, el campo de detecciéon incluye el orificio de la boquilla de la célula de flujo. En otras
modalidades, el campo de deteccion incluye la ubicacion de la corriente de flujo donde se cargan las gotas
que contienen las particulas de interés (es decir, el punto de "ruptura" donde la corriente de flujo continuo
comienza a formar gotitas discretas). En otras modalidades, el campo de deteccion incluye la region donde
las particulas cargadas son desviadas por placas deflectoras durante la clasificacion de células.

Al capturar una o mas imagenes de la corriente de flujo, se ilumina un campo de deteccién con una fuente de
luz. En algunas modalidades, la corriente de flujo se ilumina con una fuente de luz de banda ancha o con una
banda de luz estrecha (como se describié anteriormente). El protocolo de fuente de luz de banda ancha
adecuado puede incluir, pero no se limita a una lampara halégena, lampara de arco de deuterio, lampara de
arco de xenon, fuente de luz de banda ancha acoplada a fibra estabilizada, un LED de banda ancha con
espectro continuo, diodo emisor superluminiscente, diodo emisor de luz semiconductor, fuente de luz blanca
LED de amplio espectro, una fuente de luz blanca integrada multi-LED, entre otras fuentes de luz de banda
ancha o cualquier combinacion de las mismas. Las fuentes de luz de banda estrecha adecuadas, incluyen
pero no se limitan a un LED de longitud de onda estrecha, un diodo laser o una fuente de luz de banda ancha
acoplada a uno o mas filtros 6pticos de paso de banda, rejillas de difracciéon, monocromadores o cualquier
combinacién de los mismos.

En ciertas modalidades, la fuente de luz es una fuente de luz estroboscopica donde la corriente de flujo se
ilumina con flash de luz periddicos. Por ejemplo, la frecuencia de la luz estroboscépica puede ser 0,01 kHz o
mas, tal como 0,05 kHz o mas, tal como 0,1 kHz o mas, tal como 0,5 kHz o mas, tal como 1 kHz o0 mas, tal
como 2,5 kHz o mas, tal como 5 kHz o mas, tal como 10 kHz o mas, tal como 25 kHz o mas, tal como 50 kHz
o mas e incluye 100 kHz o mas. En algunos casos, la frecuencia de la luz estroboscopica se sincroniza con la
frecuencia de accionamiento de las gotitas. En otros casos, la frecuencia de la luz estroboscopica se
sincroniza con la captura de imagenes.

Capturar una o mas imagenes de la corriente de flujo puede incluir iluminar la corriente de flujo con una
combinacioén de fuentes de luz, tal como con dos o mas fuentes de luz, tal como tres o mas fuentes de luz, tal
como cuatro o mas fuentes de luz e incluyen cinco o mas fuentes de luz. Cuando se emplea mas de una
fuente de luz, la corriente de flujo puede iluminarse con las fuentes de luz simultdneamente o
secuencialmente, o una combinacion de las mismas. Por ejemplo, cuando se capturan imagenes de la
corriente de flujo al iluminar con dos fuentes de luz, los métodos objeto pueden incluir iluminar
simultaneamente la corriente de flujo con ambas fuentes de luz. En otras modalidades, capturar imagenes de
la corriente de flujo puede incluir iluminar secuencialmente con dos fuentes de luz. Cuando dos fuentes de luz
se iluminan secuencialmente, el tiempo que cada fuente de luz ilumina la corriente de flujo puede ser
independientemente 0,001 segundos o mas, tal como 0,01 segundos o mas, tal como 0,1 segundos o mas,
tal como 1 segundo o mas, tal como 5 segundos o mas, tal como 10 segundos o mas, tal como 30 segundos
0 mas e incluye 60 segundos o mas. En modalidades donde se capturan imagenes de la corriente de flujo al
iluminar secuencialmente con dos o mas fuentes de luz, la duraciéon de la corriente de flujo se ilumina por
cada fuente de luz puede ser la misma o diferente.

Las imagenes de la corriente de flujo pueden capturarse continuamente o en intervalos discretos. En algunos

casos, los métodos incluyen capturar imagenes continuamente. En otros casos, los métodos incluyen
capturar imagenes en intervalos discretos, tal como capturar una imagen de la corriente de flujo cada
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0,001 milisegundos, cada 0,01 milisegundos, cada 0,1 milisegundos, cada 1 milisegundo, cada 10
milisegundos, cada 100 milisegundos e incluyen cada 1000 milisegundos, o algun otro intervalo.

Pueden capturarse una o mas imagenes en cada campo de deteccién, tal como 2 o mas imagenes de la
corriente de flujo en cada campo de deteccion, tal como 3 o mas imagenes, tal como 4 o mas imagenes, tal
como 5 o mas imagenes, tal como 10 o mas imagenes, tal como 15 o mas imagenes e incluye 25 o mas
imagenes. Cuando se captura mas de una imagen en cada campo de deteccion, la pluralidad de imagenes
puede unirse automaticamente mediante un procesador que tiene un algoritmo de procesamiento de
imagenes digitales.

Las imagenes de la corriente de flujo en cada campo de deteccion pueden capturarse a cualquier distancia
adecuada de la corriente de flujo siempre que se capture una imagen usable de la corriente de flujo. Por
ejemplo, las imagenes en cada campo de deteccion pueden capturarse a 0,01 mm o mas de la corriente de
flujo, tal como 0,05 mm o mas, tal como 0,1 mm o mas, tal como 0,5 mm o mas, tal como 1 mm o mas, tal
como 2,5 mm o mas, tal como 5 mm o mas, tal como 10 mm o mas, tal como 15 mm o mas, tal como 25 mm
o mas e incluyen 50 mm o mas de la corriente de flujo del citdmetro de flujo. Las imagenes de la corriente de
flujo en cada campo de deteccidon también pueden capturarse en cualquier angulo de la corriente de flujo. Por
ejemplo, las imagenes en cada campo de deteccion pueden capturarse en un angulo con respecto al eje de la
corriente de flujo que varia de 10° a 90°, tal como de 15° a 85°, tal como de 20° a 80°, tal como de 25° a 75°
e incluyen de 30° a 60°. En ciertas modalidades, las imagenes en cada campo de deteccion pueden
capturarse en un angulo de 90° con respecto al eje de la corriente de flujo.

En algunas modalidades, capturar imagenes de la corriente de flujo incluye mover uno o mas sensores de
formacion de imagenes a lo largo de la trayectoria de la corriente de flujo. Por ejemplo, el sensor de
formacion de imagenes puede moverse aguas arriba o aguas abajo a lo largo de la corriente de flujo al
capturar imagenes en una pluralidad de campos de deteccidon. Por ejemplo, los métodos pueden incluir
capturar imagenes de la corriente de flujo en dos 0 mas campos de deteccion diferentes, tal como 3 o mas
campos de deteccion, tal como 4 o mas campos de deteccion e incluyen 5 o mas campos de deteccion. El
sensor de formacion de imagenes puede moverse continuamente o en intervalos discretos. En algunas
modalidades, el sensor de formacién de imagenes se mueve continuamente. En otras modalidades, el sensor
de formacién de imagenes puede moverse a lo largo de la trayectoria de la corriente de flujo en intervalos
discretos, tal como por ejemplo en incrementos de 1 mm o mas, tal como incrementos de 2 mm o mas e
incluyen incrementos de 5 mm o mas.

Como se resumid anteriormente, los métodos incluyen generar una sefial de datos correspondiente a una o
mas propiedades de la corriente de flujo a partir de las imagenes capturadas. En los campos de deteccion
donde la corriente de flujo es continua, los métodos pueden incluir generar una sefial de datos
correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo, las dimensiones de la corriente de flujo tal
como el ancho de la corriente de flujo, asi como también la velocidad de flujo y la turbulencia del flujo en base
a las imagenes capturadas. En los campos de deteccion donde la corriente de flujo se compone de gotitas
discretas, los métodos pueden incluir generar una sefial de datos correspondiente a la posicion espacial de la
corriente de flujo, el tamafio de las gotas que incluye el diametro y el volumen de las gotas, la frecuencia de
accionamiento de las gotas, la amplitud de las gotas asi como también uniformidad del tamafo y frecuencia
de las gotas. En ciertas modalidades, los métodos incluyen generar una sefal de datos correspondiente a la
relacion del tamafio de la corriente de flujo en comparacién con el tamafio esperado de la corriente de flujo en
base a las caracteristicas empiricas del citdmetro de flujo y los datos introducidos por el usuario. En otras
modalidades, los métodos incluyen evaluar las imagenes capturadas para determinar si una corriente de flujo
esta presente o ausente en un campo de deteccion particular. En otras modalidades, los métodos incluyen
evaluar las imagenes capturadas de la corriente de flujo para determinar el tamafo del orificio de la boquilla
de la célula de flujo.

Los métodos incluyen capturar una o mas imagenes de una corriente de flujo del citdmetro de flujo en un
campo de deteccion, determinar la posicién espacial de la corriente de flujo en el campo de deteccion en
base a las imagenes capturadas y generar una sefial de datos correspondiente a la posicion espacial de la
corriente de flujo. Por ejemplo, los métodos pueden incluir capturar imagenes de la corriente de flujo en un
campo de deteccion y mapear la posicion espacial de la corriente de flujo en un plano X-Y. En algunos casos,
la posicién de la corriente de flujo en el plano X-Y se compara con el eje vertical de la boquilla de la célula de
flujo para determinar la posicion de la corriente de flujo con respecto al eje vertical formado por la boquilla de
la célula de flujo. Cuando la posicién espacial de la corriente de flujo se determina en mas de un campo de
deteccion, la posicion espacial de la corriente de flujo puede mapearse en un plano X-Y en cada campo de
deteccion y compararse para ajustar con precision la posicion espacial precisa de la corriente de flujo en el
plano X-Y. En base a la posicion espacial determinada de la corriente de flujo en el campo de deteccion, los
métodos pueden incluir generar una sefial de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de
flujo.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2900 530 T3

En modalidades de acuerdo con los métodos objeto, uno o mas parametros del citdmetro de flujo se ajustan
en respuesta a la sefial de datos correspondiente a la posicién espacial de la corriente de flujo. La sefal de
datos se usa para ajustar la posicion de una etapa de soporte que tiene recipientes para recoger particulas,
tal como durante la clasificacion de células. En ciertas modalidades, los métodos incluyen generar una sefial
de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo y ajustar automaticamente la posicion
de una etapa de soporte de manera que los recipientes de recogida en la etapa de soporte se alinean con la
trayectoria de la corriente de flujo. Por ejemplo, los métodos pueden incluir mapear la posicion de la corriente
de flujo en cada campo de deteccion en un plano X-Y, mapear la posicién del recipiente en el plano X-Y y
hacer coincidir la posicion del recipiente en el plano X-Y con la posicién de la corriente de flujo en el plano X-
Y para alinear el recipiente de recogida con la corriente de flujo. En algunos casos, los métodos incluyen
mapear la posicion de la corriente de flujo en dos campos de deteccion. En estos casos, la posicion espacial
de la corriente de flujo se mapea en el primer campo de deteccién en un plano X-Y y la posicion espacial de
la corriente de flujo se mapea en el segundo campo de deteccion en el plano X-Y. En base a las posiciones
mapeadas de la corriente de flujo en el primer y segundo campos de deteccion, se genera una sefial de datos
correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo en el citdémetro de flujo.

Se genera una sefal de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo y ajusta
automaticamente la posicion de una etapa de soporte en un plano X-Y para optimizar la recogida de la
corriente de flujo. Por ejemplo, optimizar la recogida de las particulas puede incluir reducir el nimero de
particulas no recogidas por los recipientes en la etapa de soporte debido a la desalineacion de la corriente de
flujo con los recipientes colectores, tal como en 5 % o mas en comparacion con la recogida de la corriente de
flujo en un recipiente en una etapa de soporte no ajustada en respuesta a la sefial de datos, tal como en 10 %
0 mas, tal como 15 % o mas, tal como 20 % o mas, tal como 25 % o mas, tal como 35 % o mas, tal como
50 % o mas, tal como 75 % o mas, tal como 90 % o mas, tal como 95 % o mas e incluye en 99 % o mas.

Como se describié anteriormente, las etapas de soporte pueden colocarse en cualquier lugar a lo largo de la
corriente de flujo como se desee cuando se recogen particulas de la corriente de flujo. En algunos casos, las
particulas se recogen en recipientes en una etapa de soporte colocada aguas abajo de las placas deflectoras
donde las gotitas de la corriente de flujo se han separado en base a la carga (por ejemplo, positiva, negativa y
neutra). En estos casos, los métodos incluyen capturar imagenes de una corriente de flujo en un campo de
deteccion aguas abajo desde las placas deflectoras y generar una sefial de datos correspondiente a las
posiciones espaciales de las corrientes de flujo de las particulas positivas, negativas y neutras. En base a las
posiciones espaciales determinadas de las corrientes de flujo a partir de las imagenes capturadas, la posicion
de una etapa de soporte que tiene un recipiente multi-compartimental (o tres recipientes separados) puede
ajustarse automaticamente para optimizar la recogida de cada corriente de flujo. Por ejemplo, los métodos
pueden incluir ajustar la posicion de la etapa de soporte de manera que la recogida de las corrientes de flujo
se mejore en 5 % o mas en comparacion con la recogida de las corrientes de flujo en una etapa de soporte
no ajustada en respuesta a la sefial de datos, tal como en 10 % o mas, tal como 15 % o mas, tal como 20 % o
mas, tal como 25 % o mas, tal como 35 % o mas, tal como 50 % o mas, tal como 75 % o mas, tal como 90 %
0 mas, tal como 95 % o mas e incluyen 99 % o mas.

Los métodos de acuerdo con ciertas modalidades se describen en la combinacién de etapas mostradas en la
Figura 2. Las etapas de esta invencion pueden ocurrir en cualquier orden o en cualquier combinacién. Por
ejemplo en la Figura 2, una configuracion experimental puede incluir la instalacion de una boquilla adecuada
para la tarea de clasificacion deseada. La corriente de flujo puede iniciarse y puede recogerse una imagen de
la corriente de flujo por la camara 1. La abertura de la boquilla puede determinarse a partir de la imagen de la
corriente de flujo y puede determinarse y establecer automaticamente cualquier nimero de parametros en
base a este valor. El laser puede alinearse automaticamente y aproximadamente de acuerdo con la sefial de
la primera camara. A medida que la corriente fluye mas alla de la camara 2, puede capturarse una segunda
imagen. Las dos imagenes de la camara 1 y la camara 2 pueden proporcionar una ubicacion precisa de la
corriente de flujo en un plano XY. Puede colocarse un laser automaticamente y precisamente en base a esta
informacioén y un recipiente de recogida puede colocarse automaticamente en base a esta informacion. En
algunas modalidades la alineacién precisa del laser puede facilitar la alineacion del recipiente de recogida.

Como se resumié anteriormente, los métodos de acuerdo con las modalidades de la presente descripcion
incluyen ajustar uno o mas parametros del citdmetro de flujo en respuesta a sefiales de datos derivadas de
imagenes capturadas en uno o mas campos de deteccion de una corriente de flujo del citdmetro de flujo. En
ciertas modalidades, los métodos incluyen ajustar la presion de fluido de la vaina, tensiéon de carga de las
gotitas, tensién de las placas de desviacion, valor de correccién de carga, retardo de las gotas, frecuencia de
accionamiento de las gotas, amplitud de las gotas y la fase de carga o una combinacién de los mismos.

En algunas modalidades, los métodos incluyen ajustar la presion de fluido de la vaina en respuesta a una
sefial de datos correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo determinadas en base a las
imagenes capturadas. En algunos casos, la presion de fluido de la vaina puede aumentarse tal como en
0,001 psi 0 mas, tal como 0,005 psi o mas, tal como en 0,01 psi o mas, tal como en 0,05 psi o mas, tal como
en 0,1 psi 0 mas, tal como 0,5 psi 0 mas, tal como en 1 psi o mas, tal como en 5 psi o0 mas, tal como en 10 psi
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0 mas, tal como en 25 psi o mas, tal como en 50 psi 0 mas, tal como en 75 psi 0 mas e incluye aumentar la
presion hidrostatica en 100 psi o mas. En otros casos, la presion de fluido de la vaina se reduce, tal como en
0,001 psi 0 mas, tal como 0,005 psi o mas, tal como en 0,01 psi o mas, tal como en 0,05 psi o mas, tal como
en 0,1 psi 0 mas, tal como 0,5 psi 0 mas, tal como en 1 psi 0 mas, tal como en 5 psi o mas, tal como en 10 psi
0 mas, tal como en 25 psi 0 mas, tal como en 50 psi o mas, tal como en 75 psi o mas e incluye reducir la
presion hidrostatica en 100 psi 0 mas.

En otras modalidades, los métodos incluyen ajustar la tension de carga de las gotas en respuesta a una sefial
de datos correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo determinadas en base a las
imagenes capturadas. En algunos casos, la tension de carga de las gotas aumenta, por ejemplo en 0,01 V o
mas, tal como 0,05 V o mas, tal como 0,1 V o mas, tal como en 0,5 V o mas, tal como en 1 V o mas, tal como
en 5V o mas, tal como en 10 V o mas, tal como en 15 V o mas, tal como en 25 V o mas, tal como en 50 V o
mas e incluye aumentar la tension de carga de las gotas en 75 V o mas. En otros casos, la tensiéon de carga
de las gotas se reduce, tal como en 0,01 V o mas, tal como 0,05 V o mas, tal como 0,1 V o mas, tal como en
0,5V o mas, tal como en 1V o mas, tal como en 5V o mas, tal como en 10 V o mas, tal como en 15V o mas,
tal como en 25 V o mas, tal como en 50 V o mas e incluye reducir la tensién de carga de las gotas en 75V o
mas.

En otras modalidades, los métodos incluyen ajustar la tension de las placas de desviacion en respuesta a una
sefial de datos correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo determinadas en base a las
imagenes capturadas. En algunos casos, la tension de las placas de desviacion aumenta, tal como en 5V o
mas, tal como en 10 V o mas, tal como en 50 V o mas, tal como en 100 V o mas, tal como en 250 V o mas,
tal como en 500 V o mas, tal como en 1000 V o mas e incluye aumentar la tension de las placas de
desviacién en 2000 V o mas. En otros casos, la tension de carga de las gotas se reduce, tal como en 5V o
mas, tal como en 10 V o mas, tal como en 50 V o mas, tal como en 100 V o mas, tal como en 250 V o mas,
tal como en 500 V o mas, tal como en 1000 V o mas e incluye reducir la tension de las placas de desviacion
en 2000 V o mas.

En otras modalidades, los métodos incluyen ajustar la frecuencia de accionamiento de las gotas en respuesta
a una sefal de datos correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo determinadas en base
a las imagenes capturadas. En algunos casos, la frecuencia de accionamiento de las gotas aumenta, tal
como en 0,01 Hz o mas, tal como en 0,05 Hz o mas, tal como en 0,1 Hz o mas, tal como en 0,25 Hz o mas,
tal como en 0,5 Hz o mas, tal como en 1 Hz o mas, tal como en 2,5 Hz o mas, tal como en 5 Hz o mas, tal
como en 10 Hz o mas e incluye en 25 Hz o mas. En otros casos, la frecuencia de las gotas se reduce, tal
como en 0,01 Hz o mas, tal como en 0,05 Hz o mas, tal como en 0,1 Hz o mas, tal como en 0,25 Hz o mas,
tal como en 0,5 Hz o mas, tal como en 1 Hz o mas, tal como en 2,5 Hz o mas, tal como en 5 Hz o mas, tal
como en 10 Hz o mas e incluye en 25 Hz o mas.

En otras modalidades, los métodos incluyen ajustar el retardo de las gotas en respuesta a una sefial de datos
correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo determinadas en base a las imagenes
capturadas. En algunos casos, el retardo de las gotas aumenta, tal como en 0,01 microsegundos o mas, tal
como en 0,05 microsegundos o mas, tal como en 0,1 microsegundos o mas, tal como en 0,3 microsegundos
0 mas, tal como en 0,5 microsegundos o mas, tal como en 1 microsegundo o mas, tal como en 2,5
microsegundos o mas, tal como en 5 microsegundos o mas, tal como en 7,5 microsegundos o mas e incluye
aumentar del retardo de las gotas en 10 microsegundos o mas. En otros casos, la frecuencia de las gotas se
reduce, tal como en 0,01 microsegundos o mas, tal como en 0,05 microsegundos o mas, tal como en 0,1
microsegundos o mas, tal como en 0,3 microsegundos o mas, tal como en 0,5 microsegundos o mas, tal
como en 1 microsegundo o mas, tal como en 2,5 microsegundos o mas, tal como en 5 microsegundos o0 mas,
tal como en 7,5 microsegundos o mas e incluye reducir el retardo de las gotas en 10 microsegundos o0 mas.

En otras modalidades, los métodos incluyen ajustar la amplitud de las gotas en respuesta a una sefal de
datos correspondiente a una o mas propiedades de la corriente de flujo determinadas en base a las imagenes
capturadas. En algunos casos, la amplitud de las gotas aumenta, tal como en 0,01 volts o mas, tal como en
0,025 volts o mas, tal como en 0,05 volts o mas, tal como en 0,1 volts o mas, tal como en 0,25 volts o mas, tal
como en 0,5 volts o0 mas e incluye aumentar la amplitud de las gotas en 1 volt o mas. En otros casos, la
amplitud de las gotas se reduce, tal como en 0,01 volts o mas, tal como en 0,025 volts o mas, tal como en
0,05 volts o mas, tal como en 0,075 volts o mas, tal como en 0,1 volts o mas, tal como en 0,25 volts o mas e
incluye reducir la amplitud de las gotas en 1 volt 0 mas.

En algunas modalidades, los métodos incluyen capturar una o mas imagenes de una corriente de flujo del
citometro de flujo en un campo de deteccion, caracterizar las dimensiones fisicas de la corriente de flujo en el
campo de deteccion en base a las imagenes capturadas y generar una sefal de datos correspondiente a la
dimensiones fisicas de la corriente de flujo. En campos de deteccion donde la corriente de flujo es una
corriente continua, los métodos pueden incluir tomar las imagenes capturadas y generar una sefial de datos
correspondiente al ancho de la corriente de flujo. En los campos de deteccién donde la corriente de flujo se
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compone de gotitas discretas, los métodos pueden incluir tomar las imagenes capturadas y generar sefiales
de datos correspondientes al tamafio de las gotitas, tal como el diametro de las gotitas.

En ciertos casos, los métodos pueden incluir determinar un diametro del orificio de la boquilla de una célula
de flujo en base a las imagenes capturadas. En estos casos, los métodos pueden incluir capturar imagenes
de la corriente de flujo en el orificio de la boquilla de la célula de flujo y generar una sefial de datos
correspondiente a las dimensiones fisicas de la corriente de flujo. En base a la sefal de datos
correspondiente a las dimensiones fisicas de la corriente de flujo, se determina el diametro de abertura de la
boquilla de la célula de flujo. En ciertos casos, los métodos incluyen determinar el diametro de abertura de la
boquilla de la célula de flujo mediante el uso del ancho de la corriente de flujo. En otros casos, los métodos
incluyen determinar el diametro de abertura de la boquilla de la célula de flujo mediante el uso del diametro
de las gotitas. En estas modalidades, los métodos pueden incluir ademas automatizar los ajustes de uno o
mas parametros del citometro de flujo en base al diametro de abertura de la boquilla de la célula de flujo
determinada. Por ejemplo, los métodos pueden incluir ajustar automaticamente la presion de fluido de la
vaina, frecuencia de accionamiento de las gotas, carga de las gotas, tension de desviacion, valor de
correccion de carga, retardo de carga, frecuencia de carga, fase de carga de amplitud de las gotas o una
combinacion de los mismos, como se discutié anteriormente.

En ciertas modalidades, los métodos pueden incluir automatizar los ajustes a la frecuencia de accionamiento
de las gotas en respuesta al diametro del orificio de la boquilla de la célula de flujo determinado. Por ejemplo,
la frecuencia de accionamiento de las gotas puede aumentarse en 0,01 Hz o mas, tal como en 0,05 Hz o
mas, tal como en 0,1 Hz o mas, tal como en 0,25 Hz o mas, tal como en 0,5 Hz o mas, tal como en 1 Hz o
mas, tal como en 2,5 Hz o mas, tal como en 5 Hz o mas, tal como en 10 Hz o mas e incluye en 25 Hz o mas.
En otros casos, los métodos incluyen reducir la frecuencia de accionamiento de las gotas en respuesta al
diametro del orificio de la boquilla de la célula de flujo determinado, tal como en 0,01 Hz o mas, tal como en
0,05 Hz o mas, tal como en 0,1 Hz o mas, tal como en 0,25 Hz o mas, tal como en 0,5 Hz o mas, tal como en
1 Hz o mas, tal como en 2,5 Hz o mas, tal como en 5 Hz o mas, tal como en 10 Hz o mas e incluyen en 25 Hz
0 mas.

En otras modalidades, los métodos pueden incluir automatizar los ajustes a la presion de fluido de la vaina en
respuesta al diametro del orificio de la boquilla de la célula de flujo determinado. Por ejemplo, la presion de
fluido de la vaina puede aumentarse en 0,001 psi o mas, tal como en 0,005 psi o0 mas, tal como en 0,01 psi o
mas, tal como en 0,05 psi o mas, tal como en 0,1 psi o0 mas, tal como en 0,5 psi 0 mas, tal como en 1 psi o
mas, tal como en 5 psi o mas, tal como en 10 psi 0 mas, tal como en 25 psi o mas, tal como en 50 psi 0 mas,
tal como en 75 psi o0 mas e incluye aumentar la presion de fluido de la vaina en 100 psi o mas. En otros
casos, los métodos incluyen reducir la presion de fluido de la vaina en respuesta al diametro del orificio de la
boquilla de la célula de flujo determinado, tal como en 0,001 psi 0 mas, tal como en 0,005 psi o0 mas, tal como
en 0,01 psi 0 mas, tal como en 0,05 psi 0 mas, tal como 0,1 psi o0 mas, tal como en 0,5 psi 0 mas, tal como en
1 psi 0 mas, tal como en 5 psi 0 mas, tal como en 10 psi 0 mas, tal como en 25 psi o mas, tal como en 50 psi
0 mas, tal como en 75 psi 0 mas e incluyen reducir la presion de fluido de la vaina en 100 psi 0 mas.

En algunas modalidades, los métodos pueden incluir comparar las dimensiones fisicas de la corriente de flujo
determinadas a partir de las imagenes capturadas con las dimensiones esperadas en base a las
caracteristicas empiricas del citdmetro de flujo (tal como el tamario del orificio de la boquilla de la célula de
flujo y la presion de fluido de la vaina) asi como también los parametros introducidos por el usuario. En estos
casos, los métodos incluyen generar una sefial de datos correspondiente a la relacion de las dimensiones
fisicas de la corriente de flujo determinada a partir de las imagenes capturadas en comparacion con las
dimensiones de la corriente de flujo esperadas en base a las caracteristicas empiricas del citdmetro de flujo y
los parametros introducidos por el usuario. Por ejemplo, los métodos pueden incluir generar una sefial de
datos que indica que la corriente de flujo determinada a partir de las imagenes capturadas es 99 % o menos
del tamafio esperado de la corriente de flujo, tal como 95 % o menos, tal como 90 % o menos, tal como 85 %
0 menos, tal como 80 % o menos, tal como 75 % o menos, tal como 50 % o menos, tal como 25 % o menos e
incluyen 10 % o menos del tamafio esperado de la corriente de flujo. En otras modalidades, los métodos
pueden incluir generar una sefial de datos que indica que la corriente de flujo determinada a partir de las
imagenes capturadas es mas del tamafio esperado, tal como que es 105 % o mas del tamafio de la corriente
de flujo, tal como un 110 % o mas, tal como 125 % o mas e incluyen 150 % o mas. En estas modalidades, los
métodos pueden incluir ademas automatizar los ajustes de uno o mas parametros del citdmetro de flujo en
base a la sefial de datos generada. Por ejemplo, los métodos pueden incluir ajustar automaticamente la
velocidad de bombeo de fluido de la vaina, la presién de fluido de la vaina o la frecuencia de accionamiento
de las gotas.

Los métodos de interés también pueden incluir capturar imagenes en un campo de deteccion en el punto de
ruptura de la corriente de flujo, generar una sefal de datos correspondiente al volumen de las gotas de las
gotitas aguas abajo desde el punto de ruptura y ajustar una o mas propiedades del citometro de flujo en
respuesta al volumen de las gotas determinado. En algunas modalidades, los métodos incluyen ajustar
automaticamente la frecuencia de accionamiento de las gotas de la corriente de flujo en respuesta al volumen
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de las gotas determinado. Por ejemplo, los métodos pueden incluir reducir la frecuencia de accionamiento de
las gotas, tal como en 5 % o0 mas, tal como en 10 % o mas, tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o
mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 % o mas, tal como en 90 % o mas, tal como en 95 % o mas e
incluyen en 99 % o mas. En otros casos, los métodos pueden incluir aumentar la frecuencia de accionamiento
de las gotas en respuesta al volumen de las gotas determinado, tal como en 5 % o mas, tal como en 10 % o
mas, tal como en 15 % o mas, tal como en 25 % o mas, tal como en 50 % o mas, tal como en 75 % o mas, tal
como en 90 % o mas, tal como en 95 % o mas e incluyen en 99 % o mas.

En otras modalidades, los métodos incluyen regular automaticamente el volumen de recogida de la muestra
durante la clasificacion de células en base al volumen de las gotas determinado. Por ejemplo, el volumen
deseado para cada muestra recogida puede introducirse en un procesador y en base a la sefial de datos
correspondiente al volumen de las gotas, el citometro de flujo puede automatizarse para detener la recogida
de la muestra después de una cantidad predeterminada de tiempo, tal como al retirar el recipiente de
recogida o al interrumpir la corriente de flujo mediante el citdmetro de flujo.

En otras modalidades, los métodos pueden incluir capturar imagenes de una corriente de flujo en un campo
de deteccion, determinar la presencia o ausencia de una corriente de flujo en el campo de deteccion y ajustar
uno o mas parametros del citbmetro de flujo en respuesta a la presencia o ausencia determinada de la
corriente de flujo. Como se discutié anteriormente, los métodos objeto para determinar si una corriente de
flujo esta presente o no presente en las imagenes capturadas del orificio de la boquilla de la célula de flujo
pueden usarse para determinar si la célula de flujo tiene una boquilla obstruida. En estas modalidades, las
imagenes capturadas por los sensores de formacion de imagenes se evallan y si se detecta una corriente de
flujo en las imagenes, se genera una sefal de datos que indica la presencia de una corriente de flujo. Por otro
lado, si después de evaluar las imagenes capturadas, se determina que la corriente de flujo esta ausente en
las imagenes capturadas, se genera una sefial de datos que indica la ausencia de una corriente de flujo.

Cuando no esta presente una corriente de flujo en las imagenes capturadas, en ciertas modalidades, los
métodos pueden incluir alertar automaticamente al usuario de que la ausencia de la corriente de flujo es un
resultado de un mal funcionamiento del citdmetro de flujo, tal como una boquilla obstruida. En estas
modalidades, la sefial de datos correspondiente a la ausencia de una corriente de flujo se correlaciona con la
entrada del usuario sobre si debe esperarse una corriente de flujo. En algunas modalidades, donde un
usuario ha configurado el sistema para que tener una configuraciéon de "bucle cerrado”, no se espera ningun
flujo. En estas modalidades, el citdmetro de flujo no alerta al usuario de un mal funcionamiento (por ejemplo,
boquilla obstruida) ya que no se espera una corriente de flujo.

La Figura 3 representa un diagrama de flujo que ilustra métodos para ajustar uno o mas parametros de un
citbmetro de flujo de acuerdo con ciertas modalidades de la presente descripcion. Como se resumio
anteriormente, los métodos incluyen capturar una o mas imagenes en un campo de deteccion de una
corriente de flujo del citometro de flujo. Las imagenes pueden, en ciertos casos, capturarse en dos o mas
campos de deteccion, tales como 3 0 mas e incluyen 4 o mas campos de deteccion. En algunas modalidades,
los métodos incluyen determinar si una corriente de flujo esta presente o ausente. Cuando se determina que
una corriente de flujo esta ausente y se espera una corriente de flujo (tal como durante el uso normal), puede
transmitirse una alerta al usuario de un posible mal funcionamiento del instrumento (por ejemplo, boquilla
obstruida). En otras modalidades, los métodos incluyen determinar la posicion espacial de la corriente de flujo
o determinar las dimensiones fisicas de la corriente de flujo. En ciertos casos, los métodos incluyen
determinar inicialmente que una corriente de flujo esta presente en una o mas imagenes capturadas, seguido
por determinar la posicion espacial de la corriente de flujo. En otros casos, los métodos incluyen determinar
inicialmente que una corriente de flujo esta presente en la una o mas imagenes capturadas, seguido por
determinar las dimensiones fisicas de la corriente de flujo. En algunas modalidades, los métodos incluyen
determinar una propiedad fisica del citometro de flujo en base a las dimensiones fisicas de la corriente de
flujo a partir de las imagenes capturadas. Por ejemplo, el orificio de la boquilla de la célula de flujo puede
determinarse en base a las dimensiones fisicas de la corriente de flujo a partir de las imagenes capturadas.

Los métodos también incluyen ajustar automaticamente uno o mas parametros del citometro de flujo en
respuesta a las sefales de datos derivadas de las imagenes capturadas, tal como ajustar la presion de fluido
de la vaina, tension de carga de las gotitas, tension de las placas de desviacion, valor de correccion de carga,
retardo de las gotas, frecuencia de accionamiento de las gotas, amplitud de las gotas y fase de carga o una
combinacién de los mismos. En ciertas modalidades, el uno o mas parametros incluye ajustar la posicion de
una o mas etapas de soporte, por ejemplo, una etapa de soporte que tiene un recipiente para recoger
particulas de la corriente de flujo durante la clasificacion de células.

Como se discutié anteriormente, los métodos objeto pueden ser completamente automatizados, de manera

que los ajustes se hacen en respuesta a sefiales de datos correspondientes a uno o mas parametros de la
corriente de flujo con poca, si alguna, intervencion humana o entrada manual por el usuario.
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Sistemas controlados por ordenador

Los aspectos de la presente descripcion incluyen ademas sistemas controlados por ordenador para poner en
practica los métodos objeto, donde los sistemas incluyen ademas uno o mas ordenadores para la
automatizacion completa o automatizacion parcial de un sistema para poner en practica los métodos
descritos en la presente descripcion. En algunas modalidades, los sistemas incluyen un ordenador que tiene
un medio de almacenamiento legible por ordenador con un programa informatico almacenado en el mismo,
donde el programa informatico cuando se carga en el ordenador incluye instrucciones para capturar una o
mas imagenes de una corriente de flujo del citometro de flujo en un campo de deteccion; el algoritmo para
determinar la posicion espacial de la corriente de flujo en el campo de deteccion; el algoritmo para generar
una sefal de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo; e instrucciones para ajustar
uno o mas parametros del citdmetro de flujo en respuesta a la sefial de datos. En ciertos casos, los sistemas
incluyen un ordenador que tiene un medio de almacenamiento legible por ordenador con un programa
informatico almacenado en el mismo, donde el programa informatico cuando se carga en la ordenador incluye
instrucciones para capturar una o mas imagenes de una corriente de flujo del citbmetro de flujo en un campo
de deteccion; el algoritmo para determinar las dimensiones fisicas de la corriente de flujo en el campo de
deteccion; el algoritmo para generar una sefial de datos correspondiente a las dimensiones fisicas de la
corriente de flujo; e instrucciones para ajustar uno o mas parametros del citdmetro de flujo en respuesta a la
sefal de datos.

En modalidades, el sistema incluye un moédulo de entrada, un modulo de procesamiento y un modulo de
salida. Los modulos de procesamiento de interés pueden incluir uno o mas procesadores que se configuran y
automatizan para ajustar uno o mas parametros de un citdmetro de flujo como se describié anteriormente.
Por ejemplo los médulos de procesamiento pueden incluir dos o mas procesadores que se configuran y
automatizan para ajustar uno o mas parametros de un citémetro de flujo como se describi6 anteriormente, tal
como tres o mas procesadores, tal como cuatro o0 mas procesadores e incluyen cinco o mas procesadores.

En algunas modalidades, los sistemas objeto pueden incluir un médulo de entrada de manera que los
parametros o informacion acerca de la muestra fluidica, presién de fluido de la vaina, presiéon hidrostatica,
carga de la corriente de flujo, tensién de desviacion, valor de correccidon de carga, retardo de las gotas,
frecuencia de accionamiento de las gotas, amplitud de las gotas y fase de carga, orificio de la boquilla de la
célula de flujo, posicion de las etapas de soporte, sensores de formacién de imagenes, fuentes de luz,
protocolos de ajuste dptico, amplificadores asi como también propiedades, resolucién y sensibilidad de los
sensores de formacién de imagenes pueden introducirse antes de poner en practica los métodos objeto.

Como se describié anteriormente, cada procesador incluye una memoria que tiene una pluralidad de
instrucciones para realizar las etapas de los métodos objeto, tales como capturar una o mas imagenes de una
corriente de flujo del citdmetro de flujo en un campo de deteccidn; determinar una o mas propiedades de la
corriente de flujo en el campo de deteccion; generar una sefial de datos correspondiente a la una o mas
propiedades de la corriente de flujo; y ajustar uno o mas parametros del citometro de flujo en respuesta a la
sefial de datos. Después que el procesador ha realizado una o mas de las etapas de los métodos objeto, el
procesador puede automatizarse para hacer ajustes en los parametros del citdmetro de flujo, tales como los
ajustes como se describié anteriormente.

Los sistemas objeto pueden incluir tanto componentes de hardware como de software, donde los
componentes de hardware pueden tomar la forma de una o mas plataformas, por ejemplo, en la forma de
servidores, de manera que los elementos funcionales, es decir, aquellos elementos del sistema que llevan a
cabo tareas especificas (tales como gestionar la entrada y salida de informacion, procesar informacion, etc.)
del sistema pueden llevarse a cabo mediante la ejecucion de aplicaciones de software en y a través de una o
mas plataformas informaticas representadas del sistema.

Los sistemas pueden incluir una pantalla y un dispositivo de entrada del operador. Los dispositivos de entrada
del operador pueden, por ejemplo, ser un teclado, ratén, o similares. El médulo de procesamiento incluye un
procesador que tiene acceso a una memoria que tiene instrucciones almacenadas en el mismo para realizar
las etapas de los métodos objeto. EI modulo de procesamiento puede incluir un sistema operativo, un
controlador de interfaz grafica de usuario (GUI), una memoria del sistema, dispositivos de almacenamiento de
memoria, y controladores de entrada-salida, memoria caché, una unidad de respaldo de datos, y muchos
otros dispositivos. El procesador puede ser un procesador disponible comercialmente o puede ser uno de
otros procesadores que estan o estaran disponibles. El procesador ejecuta el sistema operativo y el sistema
operativo interactua con el firmware y el hardware de manera bien conocida, y facilita al procesador en la
coordinacion y ejecucion de las funciones de varios programas informaticos que pueden escribirse en una
variedad de lenguajes de programacion, tal como Java, Perl, C++, otros lenguajes de alto nivel o bajo nivel,
asi como también combinaciones de los mismos, como se conoce en la técnica. El sistema operativo,
tipicamente en cooperacion con el procesador, coordina y ejecuta funciones de los otros componentes del
ordenador. El sistema operativo también proporciona planificacion, control de entrada-salida, gestion de
archivos y datos, gestion de memoria, y control de comunicaciones y servicios relacionados, todo de acuerdo
con técnicas conocidas.
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La memoria del sistema puede ser cualquiera de una variedad de dispositivos de almacenamiento de
memoria conocidos o futuros. Los ejemplos incluyen cualquier memoria de acceso aleatorio (RAM)
comunmente disponible, medio magnético tal como un disco duro o cinta residente, un medio dptico tal como
un disco compacto de lectura y escritura, dispositivos de memoria flash, u otro dispositivo de almacenamiento
de memoria. El dispositivo de almacenamiento de memoria puede ser cualquiera de una variedad de
dispositivos conocidos o futuros, que incluyen una unidad de disco compacto, una unidad de cinta, una
unidad de disco duro extraible, o una unidad de disquete. Tales tipos de dispositivos de almacenamiento de
memoria tipicamente leen desde, y/o escriben en, un medio de almacenamiento de programas (no mostrado)
tal como, respectivamente, un disco compacto, cinta magnética, disco duro extraible, o disquete. Cualquiera
de estos medios de almacenamiento de programas, u otros ahora en uso o que puedan desarrollarse
posteriormente, pueden considerarse un producto de programa informatico. Como se apreciara, estos medios
de almacenamiento de programas almacenan tipicamente un programa de software informatico y/o datos.
Los programas de software informaticos, también denominados légica de control del ordenador, tipicamente
se almacenan en la memoria del sistema y/o el dispositivo de almacenamiento de programa usado junto con
el dispositivo de almacenamiento de memoria.

En algunas modalidades, se describe un producto de programa informatico que comprende un medio usable
por ordenador que tiene logica de control (programa de software informatico, que incluye el cédigo de
programa) almacenada en el mismo. La légica de control, cuando se ejecuta por el procesador del ordenador,
provoca que el procesador realice las funciones descritas en la presente descripcion. En otras modalidades,
algunas funciones se implementan principalmente en el hardware mediante el uso, por ejemplo, de una
maquina de estado de hardware. La implementacién de la maquina de estado de hardware para realizar las
funciones descritas en la presente descripcion sera evidente para los expertos en las técnicas relevantes.

La memoria puede ser cualquier dispositivo adecuado en el cual el procesador pueda almacenar y recuperar
datos, tales como dispositivos de almacenamiento magnéticos, o6pticos, o de estado sdlido (que incluyen
discos magnéticos u 6pticos o cinta o RAM, o cualquier otro dispositivo adecuado, ya sea fijo o portatil). El
procesador puede incluir un microprocesador digital de propdsito general programado adecuadamente desde
un medio legible por ordenador que lleva el cédigo del programa necesario. La programacion puede
proporcionarse remotamente al procesador a través de un canal de comunicacion, o puede guardarse
anteriormente en un producto de programa informatico tal como la memoria o algun otro medio de
almacenamiento legible por ordenador portatil o fijo mediante el uso de cualquiera de aquellos dispositivos en
conexion con la memoria. Por ejemplo, un disco magnético u 6ptico puede llevar a cabo la programacion, y
puede leerse por un lector/grabador de disco. Los sistemas de la invencion también incluyen programacion,
por ejemplo, en forma de productos de programas informaticos, algoritmos para usar en la practica de los
métodos como se describid anteriormente. La programacion de acuerdo con la presente invencion puede
grabarse en un medio legible por ordenador, por ejemplo, cualquier medio que pueda leerse y accederse
directamente por un ordenador. Tales medios incluyen, pero no se limitan a: medios de almacenamiento
magnético, tales como disquetes, medio de almacenamiento de disco duro, y cinta magnética; medios de
almacenamiento Optico tal como el CD-ROM; medios de almacenamiento eléctrico tal como la RAM vy la
ROM; unidad flash portatil; e hibridos de estas categorias tales como medios de almacenamiento
magnéticos/opticos.

El procesador también puede tener acceso a un canal de comunicacién para comunicarse con un usuario en
una ubicacién remota. Por ubicacién remota se entiende que el usuario no esta directamente en contacto con
el sistema y transmite informacion de entrada a un administrador de entrada desde un dispositivo externo, tal
como un ordenador conectado a una Red de area amplia ("WAN"), red telefénica, red satelital, o cualquier
otro canal de comunicacién adecuado, que incluye un teléfono movil (por ejemplo, un teléfono inteligente).

En algunas modalidades, los sistemas de acuerdo con la presente descripcion pueden configurarse para
incluir una interfaz de comunicacioén. En algunas modalidades, la interfaz de comunicacion incluye un receptor
y/o transmisor para comunicarse con una red y/u otro dispositivo. La interfaz de comunicacion puede
configurarse para la comunicacion cableada o inalambrica, que incluye, pero no se limita a, la comunicacion
por radiofrecuencia (RF) (por ejemplo, Identificacion por radiofrecuencia (RFID), protocolos de comunicacion
Zigbee, WIFi, infrarrojo, bus serie universal (USB) inalambrico, Banda ultraancha (UWB), protocolos de
comunicacion por Bluetooth®, y comunicacion celular, tal como el acceso mudltiple por division de cédigo
(CDMA) o el Sistema global para comunicaciones moviles (GSM).

En una modalidad, la interfaz de comunicacion se configura para incluir uno o mas puertos de comunicacion,
por ejemplo, puertos fisicos o interfaces tales como un puerto USB, un puerto RS-232 o cualquier otro puerto
de conexion eléctrica adecuado para permitir la comunicacion de datos entre los sistemas objeto y otros
dispositivos externos tales como un terminal de ordenador (por ejemplo, en el consultorio médico o en un
entorno hospitalario) que se configura para una comunicacion de datos complementaria similar.

En una modalidad, la interfaz de comunicacion se configura para comunicacion por infrarrojos, comunicacion
por Bluetooth®, o cualquier otro protocolo de comunicacion inalambrica adecuado para permitir que los
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sistemas objeto se comuniquen con otros dispositivos tales como terminales de ordenador y/o redes,
teléfonos moviles habilitados para comunicacion, asistentes digitales personales, o cualquier otro dispositivo
de comunicacion que el usuario puede usar conjuntamente.

En una modalidad, la interffaz de comunicacién se configura para proporcionar una conexion para la
transferencia de datos que utiliza el Protocolo de Internet (IP) a través de una red de teléfono celular, Servicio
de mensajes cortos (SMS), conexion inalambrica a un ordenador personal (PC) en una Red de area local
(LAN) que se conecta a Internet, o una conexion WiFi a Internet en un punto de acceso WiFi.

En una modalidad, los sistemas objeto se configuran para comunicarse de manera inaldmbrica con un
dispositivo servidor a través de la interfaz de comunicacion, por ejemplo, mediante el uso de un estandar
comun tal como el protocolo 802.11 o Bluetooth® RF, o un protocolo de infrarrojos IrDA. El dispositivo
servidor puede ser otro dispositivo portatil, tal como un teléfono inteligente, asistente personal digital (PDA) u
ordenador portatil; o un dispositivo mas grande tal como un ordenador de escritorio, un aparato, etc. En
algunas modalidades, el dispositivo servidor tiene una pantalla, tal como una pantalla de cristal liquido (LCD),
asi como también un dispositivo de entrada, tal como botones, un teclado, ratén o pantalla tactil.

En algunas modalidades, la interfaz de comunicaciéon se configura para comunicar automaticamente o
semiautomaticamente los datos almacenados en los sistemas objeto, por ejemplo, en una unidad de
almacenamiento de datos opcional, con una red o dispositivo servidor mediante el uso de uno o mas de los
protocolos y/o mecanismos de comunicacion descritos anteriormente.

Los controladores de salida pueden incluir controladores para cualquiera de una variedad de dispositivos de
visualizacion conocidos para presentar informaciéon a un usuario, ya sea un humano o una maquina, ya sea
local o remoto. Si uno de los dispositivos de visualizacion proporciona informacién visual, esta informacién
tipicamente puede organizarse légicamente y/o fisicamente como una serie de elementos de imagen. Un
controlador de interfaz grafica de usuario (GUI) puede incluir cualquiera de una variedad de programas de
software conocidos o futuros para proporcionar interfaces graficas de entrada y salida entre el sistema y un
usuario, y para procesar las entradas del usuario. Los elementos funcionales del ordenador pueden
comunicarse entre si a través del bus del sistema. Algunas de estas comunicaciones pueden lograrse en
modalidades alternativas mediante el uso de la red u otros tipos de comunicaciones remotas. El administrador
de salida también puede proporcionar informacion generada por el médulo de procesamiento a un usuario en
una ubicacion remota, por ejemplo, a través de Internet, teléfono o red satelital, de acuerdo con técnicas
conocidas. La presentacion de datos por el administrador de salida puede implementarse de acuerdo con una
variedad de técnicas conocidas. Como algunos ejemplos, los datos pueden incluir documentos SQL, HTML o
XML, correo electronico u otros archivos, o datos en otras formas. Los datos pueden incluir direcciones URL
de Internet de manera que un usuario pueda recuperar SQL, HTML, XML u otros documentos o datos
adicionales desde fuentes remotas. La una o mas plataformas presentes en los sistemas objeto pueden ser
cualquier tipo de plataforma informatica conocida o un tipo a desarrollar en el futuro, aunque tipicamente
seran de una clase de ordenador comunmente referida como servidores. Sin embargo, también pueden ser
un ordenador principal, una estacion de trabajo, u otro tipo de ordenador. Pueden conectarse a través de
cualquier tipo de cableado conocido o futuro u otro sistema de comunicacién que incluyen sistemas
inalambricos, ya sea en red o lo contrario. Pueden reubicarse o pueden separarse fisicamente. Pueden
emplearse varios sistemas operativos en cualquiera de las plataformas informaticas, posiblemente en
dependencia del tipo y/o marca de la plataforma informatica elegida. Los sistemas operativos adecuados
incluyen Windows NT®, Windows XP, Windows 7, Windows 8, iOS, Sun Solaris, Linux, OS/400, Compaq
Tru64 Unix, SGI IRIX, Siemens Reliant Unix, y otros.

Utilidad

Los sistemas, métodos y sistemas informaticos objeto encuentran uso en una variedad de aplicaciones
diferentes donde es deseable automatizar los ajustes a uno o mas parametros de un citdmetro de flujo para
proporcionar sistemas rapidos, confiables para caracterizar y clasificar las células a partir de una muestra
bioloégica. Las modalidades de la presente descripcion encuentran su uso cuando se desea minimizar el
grado de dependencia de la intervencién humana y los ajustes al sistema, tal como en la investigacion y en
las pruebas de laboratorio de alto rendimiento. La presente descripcion también encuentra su uso cuando es
deseable proporcionar un citémetro de flujo con precision de clasificacion de células mejorada, recogida de
particulas mejorada, sistemas que proporcionan alertas sobre el mal funcionamiento de componentes (por
ejemplo, boquilla de la célula de flujo obstruida), consumo de energia reducido, eficiencia de carga de
particulas, carga de particulas mas precisa y desviacion de particulas mejorada durante la clasificacion de
células. En modalidades, la presente descripcion reduce la necesidad de entrada del usuario o ajuste manual
durante el andlisis de la muestra con un citometro de flujo. En ciertas modalidades, los sistemas objeto
proporcionan protocolos completamente automatizados de manera que los ajustes a un citdmetro de flujo
durante el uso requieren poca, si lo hubiera intervencién humana.
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La presente descripcion también encuentra uso en aplicaciones donde pueden desearse células preparadas
a partir de una muestra bioldgica para investigacion, pruebas de laboratorio o para uso en terapia. En algunas
modalidades, los métodos y dispositivos objeto pueden facilitar la obtencion de células individuales
preparadas a partir de una muestra bioldgica fluidica o de tejido objeto. Por ejemplo, los métodos y sistemas
objeto facilitan obtener células a partir de las muestras fluidicas o de tejido para su uso como un espécimen
de investigacion o diagndstico para enfermedades tales como un cancer. Del mismo modo, los métodos y
sistemas objeto facilitan obtener células a partir de las muestras fluidicas o de tejido para su uso en terapia.
Los métodos y dispositivos de la presente descripcion permiten separar y recoger células a partir de una
muestra bioldgica (por ejemplo, 6rgano, tejido, fragmento de tejido, fluido) con mayor eficiencia y bajo costo
en comparacion con sistemas de citometria de flujo tradicional.

Aunque la invencion anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustraciéon y ejemplo para propdsitos
de claridad de comprension, es facilmente evidente para los expertos en la técnica a la luz de las ensefianzas
de esta descripcion que ciertos cambios y modificaciones pueden hacerse al mismo sin apartarse del alcance
de las reivindicaciones adjuntas.

En consecuencia, lo anterior solamente ilustra los principios de la invencion. Se apreciara que los expertos en
la técnica podran ser capaces de elaborar varias disposiciones las cuales, aunque no se describen o
muestran explicitamente en la presente descripcion, incorporan los principios de la invencién y se incluyen
dentro de su alcance. Ademas, todos los ejemplos y el lenguaje condicional expuesto en la presente
descripcion pretenden principalmente ayudar al lector en la comprension de los principios de la invencion sin
limitarse a tales ejemplos y condiciones expuestos especificamente. Ademas, todas las declaraciones en la
presente descripcidon que exponen principios, aspectos, y modalidades de la invencion asi como también
ejemplos especificos de la misma, pretenden incluir equivalentes tanto estructurales como funcionales de la
misma. Adicionalmente, se pretende que tales equivalentes incluyan tanto los equivalentes conocidos
actualmente como los equivalentes desarrollados en el futuro, es decir, cualquier elemento desarrollado que
realice la misma funcién, independientemente de la estructura. El alcance de la presente invencién, por lo
tanto, no pretende limitarse a las modalidades ilustrativas mostradas y descritas en la presente descripcion.
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REIVINDICACIONES
Un citometro de flujo (100) que comprende:

un primer sensor de formacion de imagenes (113) configurado para capturar una o mas imagenes
de una corriente de flujo (111) en un primer campo de deteccion del citometro de flujo (100); y

un procesador que comprende una memoria acoplada operativamente al procesador, en donde la
memoria incluye instrucciones almacenadas en el mismo para determinar una o mas propiedades
de la corriente de flujo y generar una sefial de datos correspondiente a la una o mas propiedades
de la corriente de flujo,

en donde el procesador se configura para ajustar automaticamente uno o mas parametros del
citdmetro de flujo en respuesta a la sefial de datos, y

en donde el procesador se configura para:

determinar la posicion espacial de la corriente de flujo y generar una sefial de datos
correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo,

caracterizado porque la determinacién se basa en datos obtenidos de un sistema que ademas
comprende:

un segundo sensor de formacién de imagenes (120) configurado para detectar la posicion de la
corriente de flujo en un segundo campo de deteccidn que se orienta sustancialmente de
manera ortogonal en un plano X-Y ortogonal al eje de la corriente de flujo desde el primer
campo de deteccion y para generar una segunda sefial representativa de la posicion de la
corriente en el segundo campo de deteccion;

una primera etapa de soporte (116) que comprende un laser (117) para proporcionar
iluminacion y acoplado operativamente al primer y segundo sensores de formacion de
imagenes, en donde la primera etapa se configura para ajustar automaticamente las posiciones
en el plano X-Y en respuesta a la segunda sefial en adicion de una primera sefial que es
representativa de la posiciéon de la corriente en el primer campo de deteccion del primer sensor
de formacion de imagenes; y

una segunda etapa de soporte (119) que comprende un recipiente de recogida (118) y
configurada para ajustar posiciones en el plano X-Y en respuesta a la primera sefial.

El citémetro de flujo (100) de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el citdmetro de flujo se
configura para alinear automaticamente la segunda etapa de soporte (119) con la posicién espacial
determinada de la corriente de flujo (111).

El citdmetro de flujo (100) de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde alinear automaticamente el
recipiente (118) con la corriente de flujo (111) comprende:

mapear la posicion de la corriente de flujo en el primer campo de deteccion en un plano X-Y;
mapear la posicion del recipiente en el plano X-Y;y
hacer coincidir la posicion del recipiente con la posicion de la corriente de flujo en el plano X-Y.

Un método para ajustar uno o mas parametros de un citometro de flujo (100), el método que
comprende:

capturar una o mas imagenes de una corriente de flujo del citdmetro de flujo (111) en un campo de
deteccion;

determinar una o mas propiedades de la corriente de flujo en el campo de deteccion;

generar una sefial de datos correspondiente a la una o mas propiedades de la corriente de flujo; y
ajustar uno o mas parametros del citometro de flujo en respuesta a la sefial de datos,

en donde el método comprende:

determinar la posicion espacial de la corriente de flujo en el campo de deteccion y generar una
sefial de datos correspondiente a la posicion espacial de la corriente de flujo ,

caracterizado porque la determinacion se basa en datos obtenidos de un sistema que
comprende:

un primer sensor de formacion de imagenes (113) configurado para detectar una posicion
de la corriente de flujo en un primer campo de deteccion y generar una primera sefal
representativa de la posicion de la corriente en el primer campo de deteccion;

un segundo sensor de formacién de imagenes (120) configurado para detectar la posicion
de la corriente de flujo en un segundo campo de deteccidon que se orienta sustancialmente
de manera ortogonal en un plano X-Y ortogonal al eje de la corriente de flujo desde el

28



10

15

20

25

ES 2900 530 T3

primer campo de deteccion y para generar una segunda sefal representativa de la posicion
de la corriente en el segundo campo de deteccion;

una primera etapa de soporte (116) que comprende un laser (117) para proporcionar
iluminacion y acoplado operativamente al primer y segundo sensores de formacion de
imagenes, en donde la primera etapa se configura para ajustar automaticamente las
posiciones en el plano X-Y en respuesta a la segunda sefial en adicion de la primera sefial;
y

una segunda etapa de soporte (119) que comprende un recipiente de recogida (118) y
configurada para ajustar posiciones en el plano X-Y en respuesta a la primera sefial.

El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde el método comprende ademas alinear
automaticamente la segunda etapa de soporte (119) en base a la posicién espacial determinada de la
corriente de flujo (111).

El método de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde alinear la segunda etapa de soporte (119) con
la posicion espacial de la corriente de flujo (111) comprende:

mapear la posicion de la corriente de flujo en el primer campo de deteccién en un plano X-Y;
mapear la posicion del recipiente en el plano X-Y;y
hacer coincidir la posicion del recipiente con la posicion de la corriente de flujo en el plano X-Y.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4-6, que comprende ademas la etapa de
inyectar la muestra en el puerto de muestra del citometro de flujo (100), en donde el citometro de flujo
comprende un sistema que comprende un procesador con una memoria acoplada operativamente al
procesador en donde el sistema se automatiza para realizar las etapas del método de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 4-6.
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