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DESCRIPCION
Determinacion del volumen y del contenido de hemoglobina de los gldbulos rojos individuales
Antecedentes de la invencion

Las variaciones en las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de los glébulos rojos en la sangre de un paciente
proporcionan una valiosa informacion sobre el estado patolégico de muchos tipos especificos de anemias o trastornos
de los glébulos rojos. Al diagnosticar dichos trastornos, se pueden medir la concentracién media de hemoglobina
celular (CMHC) y el volumen celular medio (VCM) para proporcionar informacion valiosa sobre el estado de un
paciente. Dicha informacién puede usarse junto con la evaluacion microscopica de la distribucion de tamafios, formas
y color de glébulos rojos en un frotis de sangre tefiido por un hematélogo capacitado y con otras pruebas bioquimicas.
Las variaciones en el indice de refracciéon de los glébulos rojos individuales estan altamente correlacionadas con su
concentracion de hemoglobina, y esta informacién se puede combinar con mediciones del tamafio para proporcionar
un valor de diagnéstico. Por ejemplo, en las anemias microciticas, el tamafio de los glébulos rojos vy, por lo tanto,
también el VCM se reducen significativamente, pero la densidad 6ptica (relacionada con el indice de refraccién) y la
CMHC son algo elevados. En las anemias megaloblasticas, tanto el tamafio (macrocitos) como la CMHC son algo
elevados.

Huisman A. et al., (Int. Jnl.Lab. Hem. 2008, 30 (Supl.1), 66-67) desvela un analizador de hematologia que usa
algoritmos de software para determinar el volumen celular medio y la hemoglobinizacién mediante el analisis dptico
de multiples angulos y fluorescente de un color. El documento WO 02/099380 desvela un analizador de hematologia
que calcula el volumen celular y el contenido de hemoglobina de los GR a partir de una matriz 3D de sefales de
dispersion de luz desde 3 angulos diferentes. Van Hove L. et al., ("Laboratory Hematology" 6: 93-108, 2000) desvela
un analizador de hematologia que calcula el volumen celular de los GR a partir de una matriz 3D de sefales de
dispersién de luz desde 3 angulos diferentes. El contenido de hemoglobina se determina mediante analisis
colorimétrico.

Sumario de la invencién

En el presente documento, se proporciona un analizador de hematologia adaptado para calcular el volumen y el
contenido de hemoglobina de los glébulos rojos individuales de acuerdo con la reivindicacién 1.

Breve descripcion de los dibujos

El archivo de patente o solicitud contiene al menos un dibujo ejecutado en color. La Oficina proporcionara copias de
la presente patente o publicacién de solicitud de patente con dibujo/s en color, previa solicitud y pago de la tarifa
necesaria.

La Figura 1 es una ilustracién esquematica del subconjunto éptico de un analizador de hematologia ilustrativo.

La Figura 2 es un grafico de células sanguineas recogidas en el ensayo de reticulocitos en un analizador de
hematologia CELL-DYN Sapphire de Abbot Diagnostics.

La Figura 3 es un grafico que muestra umbrales ilustrativos aplicados a una distribucion de glébulos rojos
(GR)/reticulocitos (Retic.).

La Figura 4 es una tabla que representa las relaciones en los modelos de volumen y concentracion celular.

La Figura 5 es una representacion grafica del modelo usado para calcular el volumen celular.

La Figura 6 es un grafico que muestra los puntos de datos de un estudio, representando la pérdida de luz axial a
escala media y normalizada, y los valores de dispersién de angulo intermedio de todas las células de una
determinada muestra. Se usaron puntos de datos para crear el modelo usado para calcular el volumen celular. Las
lineas internas muestran la extension de la superficie del modelo de volumen.

La Figura 7 es una representacion grafica del modelo local usado para calcular la concentracion de hemoglobina
celular (el modelo local de CHC).

La Figura 8 es un grafico que muestra los puntos de datos usados para crear el modelo local de CHC. Las lineas
internas muestran la extension de la superficie del modelo de CHC.

La Figura 9 es un grafico de los porcentajes de puntos de GR/Retic. que quedan fuera de la superficie del modelo
de CHC para 977 muestras en un estudio.

La Figura 10 es un gréfico de los porcentajes de puntos de GR/Retic. que quedan fuera de la superficie del modelo
de CHC para las 977 muestras de un estudio en funcion de los valores 6pticos de CMHC.

La Figura 11 es un diagrama de todos los eventos de GR/Retic en el plano de angulo intermedio normalizado, a
escala, y dispersion lateral polarizada para la muestra en el estudio con la mayoria de los eventos (6 %) fuera de
la superficie del modelo de CHC.

La Figura 12 es un diagrama de todos los eventos de GR/Retic. en el angulo intermedio normalizado, a escala, y
plano de dispersion lateral polarizada para otra muestra en el estudio con una CMHC de 32 g/dI.

La Figura 13 representa esquematicamente el algoritmo usado para clasificar las plaquetas reticuladas (PLTr) en
una muestra normal. Las PLTr son los eventos sefialados con un circulo.
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Descripcion detallada

En la presente divulgacion, se pueden usar las siguientes abreviaturas: CSC (Conteo Sanguineo Completo), GR
(Glébulo Rojo o eritrocito), GRr (Glébulo Rojo o eritrocito resistente a la lisis), Retic. (reticulocito, un glébulo rojo
inmaduro), HGB (HemoGloBina), CMHC (Concentracién Media de Hemoglobina Corpuscular o celular), VCM
(Volumen Corpuscular o celular Medio), ADR (Ancho de Distribucion de globulos Rojos), PLT (PLaqueTa), GB (Glébulo
Blanco o leucocito), GBf (Glébulo Blanco o leucocito fragil), NEU (NEUtrdéfilos), LIN (LINfocitos), MON (MONocitos),
DSS (dispersion lateral despolarizada), LLC (Leucemia Linfocitica Crénica), ALL (pérdida de luz axial), IAS (dispersion
de angulo intermedio), PSS (dispersion lateral polarizada), DSS (dispersion lateral despolarizada) y FCS (patrén de
citometria de flujo). En general, las siglas en mayuscula se usan para indicar un método de medicién, ensayo o canal
de deteccién (por ejemplo, HGB, IAS), mientras que las cursivas en minusculas se usan para indicar los valores
obtenidos de dichas mediciones (por ejemplo, vem, pss). Asimismo, el término "célula" puede usarse para referirse a
cualquiera de los cuerpos formados cominmente o encontrados patolégicamente en la sangre periférica, por ejemplo,
GR y GB, y también incluye las PLT. Otras abreviaturas se pueden definir mas adelante.

En la presente divulgacion, la expresion "archivo FCS" se usa para describir una representacion digital de la coleccion
de eventos detectados capturados por el analizador y clasificados (como, por ejemplo, GR, linfocitos, etc.) mediante
algoritmos internos automatizados. Los eventos del archivo FCS también pueden denominarse datos en "modo de
lista", que reflejan un aspecto del formato de archivo FCS, en el que los eventos se organizan en una lista ordenada
secuencialmente por tiempo de deteccion.

Analizadores de hematologia

Como se ha indicado anteriormente, se proporciona un analizador de hematologia que proporciona el volumen y/o la
cantidad de hemoglobina de glébulos rojos individuales de una muestra de acuerdo con la reivindicacion 1.

Los analizadores de hematologia analizan muestras de sangre entera para determinar, entre otros resultados, la
concentracion de eritrocitos, plaquetas y hemoglobina. El subconjunto 6ptico de un analizador de hematologia
ilustrativo se ilustra esquematicamente en la Fig. 1. Ademas de los componentes 6pticos que se muestran en la Fig.
1, un analizador de hematologia contiene un dispositivo de medicién de la impedancia para medir los cambios en la
impedancia a medida que las células pasan a través de (por ejemplo, entran o salen) de la celda de flujo. Dicho aparato
incluye un medidor de la impedancia, cuyos ejemplos se describen en las patentes de EE.UU. n.° 2.656.508, 3.810.011
y 5.125.737. Las mediciones de impedancia eléctrica se usan para contar y dimensionar (por ejemplo, calcular el
volumen de) células que pasan a través de la celda de flujo.

Haciendo referencia ahora a la Fig. 1, el analizador de hematologia ilustrativo 10 comprende una fuente de luz 12, un
espejo delantero 14 y un espejo trasero 16 para la flexion del haz, un médulo 18 expansor del haz que contiene una
primera lente cilindrica 20 y una segunda lente cilindrica 22, una lente de enfoque 24, un ajustador 26 de haz fino, una
celda de flujo 28, una lente de dispersién delantera 30, un detector de ojo de buey 32, un primer tubo fotomultiplicador
34, un segundo tubo fotomultiplicador 36 y un tercer tubo fotomultiplicador 38. El detector de ojo de buey 32 tiene un
detector interno 32a para medir la extincién del haz que se propaga hacia delante (los datos producidos a partir del
mismo se denominan "pérdida de luz axial" o "ALL") y un detector externo 32b para la dispersion de la luz en un anillo
de 3 ° a 10 ° desde delante (también conocido como "Dispersion de Angulo Intermedio” o "IAS"). La fuente de luz 12
puede ser un laser de iones de argon refrigerado por aire polarizado verticalmente de 488 nm o un laser de estado
soélido azul polarizado verticalmente (488 nm). Se pueden sustituir otras longitudes de onda laser, con cambios
concomitantes en la distribucion del disefio éptico (es decir, seleccion, posicionamiento y caracteristicas de los
componentes opticos). Se pueden encontrar detalles adicionales relacionados con el laser, la celda de flujo, las lentes,
la lente de enfoque, el mecanismo de ajuste de haz fino y la lente de enfoque laser en la patente de EE.UU. n.°
5.631.165, en concreto, de la columna 41, linea 32, a la columna 43, linea 11.

El sistema de trayectoria 6ptica delantera del analizador de hematologia que se muestra en la Fig. 1 incluye una lente
plano-convexa 30 y un detector 32 de fotodiodo de dos elementos ubicado en el plano focal posterior de la lente. En
esta configuracion, cada anillo concéntrico de dentro del detector 32b de fotodiodo externo se asigna a un anillo de
luz de recogida angular incremental especifico de las células que se mueven a través de la celda de flujo 28. El detector
32 puede ser un detector de ojo de buey capaz de detectar la pérdida de luz axial (ALL) y la dispersion de angulo
intermedio (IAS) delantera. La patente de EE.UU. n.° 5.631.165 describe varias alternativas a este detector en la
columna 43, lineas 12-52.

El primer tubo fotomultiplicador 34 (PMT1) mide la dispersion lateral despolarizada (DSS) o la fluorescencia verde
(FL1). El segundo tubo fotomultiplicador 36 (PMT2) mide la dispersion lateral polarizada (PSS) o la fluorescencia
amarilla a naranja (FL2), y el tercer tubo fotomultiplicador 38 (PMT3) mide la fluorescencia roja (FL3). La FL1,
fluorescencia verde, se detecta entre aproximadamente 515 y 545 nm. La FL2, fluorescencia amarilla a naranja, se
detecta entre aproximadamente 565 y 595 nm. La FL3, fluorescencia roja, se detecta entre aproximadamente 615 y
645 nm. Las emisiones de dispersion lateral y fluorescentes se dirigen a estos tubos fotomultiplicadores mediante
divisores 40 y 42 de haz dicroico, que transmiten y reflejan eficazmente a las longitudes de onda requeridas para
permitir una deteccion eficiente. La patente de EE.UU. n.° 5.631.165 describe varios detalles adicionales relacionados
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con los tubos fotomultiplicadores de la columna 43, linea 53, a la columna 44, linea 4.

La sensibilidad se mejora en los tubos fotomultiplicadores 34, 36 y 38, cuando se mide la fluorescencia, mediante el
uso de un sistema de recoleccion de inmersion. El sistema de recoleccion de inmersion es aquel que acopla
oOpticamente la primera lente del conjunto del condensador 44 a la celda de flujo 28 por medio de una capa de
coincidencia de indice de refraccion, permitiendo la recogida de luz en un gran angulo. La patente de EE.UU. n.°
5.631.165 describe varios detalles adicionales de este sistema éptico en la columna 44, lineas 5-31.

El condensador 44 es un sistema de lente optica con suficiente correccion de la aberracién para imagenes de difraccion
limitada usadas en microscopia de alta resolucion. La patente de EE.UU. n.° 5.631.165 describe varios detalles
adicionales de este sistema optico en la columna 44, lineas 32-60.

Las funciones de otros componentes que se muestran en la Fig. 1, es decir, una ranura 46, una lente de campo 48 y
una segunda ranura 50, se describen en la patente de EE.UU. n.° 5.631.165, en la columna 44, linea 63, a la columna
45, linea 15. Los tubos fotomultiplicadores 34, 36, y 38 detectan bien la dispersion lateral (luz dispersada en un cono
cuyo eje es aproximadamente perpendicular al rayo laser incidente) o fluorescencia (luz emitida por las células a una
longitud de onda diferente de la del rayo laser incidente). Un conjunto deslizante colocado frente al fotomultiplicador
34 permite el uso dual del fotomultiplicador 34: para detectar la dispersion lateral despolarizada (DSS) cuando el
polarizador 52 se mueve en la trayectoria de la luz y para detectar la fluorescencia verde (FL1) cuando el filtro 54 se
mueve en la trayectoria de la luz. Un conjunto deslizante similar (no mostrado) colocado delante del fotomultiplicador
36 permite el uso dual de detectar la dispersion lateral polarizada (PSS) y la fluorescencia amarilla a naranja (FL2). El
fotomultiplicador 38 esta configurado con el filtro 56 para detectar solo la fluorescencia roja (FL3).

Como seria evidente, son posibles numerosas variaciones del analizador descrito anteriormente. Por ejemplo, las dos
lentes cilindricas pueden reemplazarse por un par de prismas anamorficos, el detector de ojo de buey se puede
reemplazar por detectores separados y un espejo perforado, y se pueden emplear otras longitudes de onda de luz.

Un ejemplo de un analizador de hematologia que no detecta fluorescencia se describe en la patente de EE.UU. n.°
5.378.633, Particularmente, de la col. 24, linea 47, a col. 25, linea 36. y las Fig. 6 y 7.

Se puede impulsar una suspension de sangre que contenga eritrocitos desde una boquilla de muestra en la que entre
en contacto con una corriente de envoltura de flujo laminar, de movimiento rapido. En un proceso conocido como
enfoque hidrodinamico, la corriente de muestra se comprime en un nucleo central delgado. En general, esta disposiciéon
garantiza que haya solo una Unica célula en la region de deteccién del haz laser en un momento dado.

El proceso de medicidon comienza cuando la corriente del nucleo de la célula pasa a través de la celda de flujo 28,
habiendo sido diluida con el diluyente para que las células pasen a través del volumen iluminado con laser
esencialmente en un solo archivo, en una corriente de muestra de flujo laminar rodeada por un fluido de envoltura. El
volumen iluminado esta limitado por la interseccion del rayo laser y la corriente de muestra, y, en una realizacion, tiene
las dimensiones aproximadas de 80 upm a lo largo de la direccién de propagacién del laser, 20 um a lo largo de la
direccioén del flujo de la corriente de muestra y aproximadamente 5-10 um en una direccion transversal tanto al flujo
de la muestra como a la propagacion del rayo laser.

La luz dispersada a 90 grados con respecto al eje del rayo laser puede recogerse mediante fotomultiplicadores (PMT).
Se usan fotomultiplicadores, no fotodiodos, en los canales de 90 grados, porque se dispersa relativamente poca luz
en angulos altos, y porque también se pueden usar para detectar las emisiones de fluorescencia, en general, de
intensidad mucho mas baja. Si la luz polarizada entrante sufre dispersion éptica principalmente desde la membrana
celular y el nucleo (si esta presente), en general, conserva su plano vertical original de polarizacion. Sin embargo, si
interactia con ciertos componentes subcelulares que pueden estar presentes en el citoplasma, por ejemplo, granulos
o estructuras anisotropicas, entonces la luz dispersada puede tener un angulo de polarizacion alterado. Para
aprovechar este fendémeno, uno de los PMT puede tener un polarizador horizontal en frente. Este polarizador evita que
la luz polarizada verticalmente golpee el fotomultiplicador. Por lo tanto, cualquier luz detectada por el PMT
"despolarizado a 90 grados" es luz que ha sido despolarizada por su interacciéon con una subestructura celular,
generalmente un leucocito, y particularmente, un eosindfilo. El segundo fotomultiplicador (el PMT "polarizado a 90
grados") puede recibir la luz dispersa reflejada por un divisor de haz que tiene un angulo de 45 grados y esta disefiado
para reflejar principalmente luz polarizada verticalmente y transmitir principalmente luz polarizada horizontalmente a
la longitud de onda de excitacién (laser). La mayor parte de la luz detectada por este segundo fotomultiplicador es luz
dispersada lateralmente polarizada verticalmente y transporta informacion correlacionada con la configuracion del
nucleo. El esquema de deteccion de luz de dispersion resumido brevemente en el presente documento es un disefio
patentado denominado Separacién de Dispersién Polarizada a Multiples Angulos (SDPMA), y se describe con mayor
detalle en la Patente de EE.UU. n.° 5.017.497.

Los datos obtenidos de los fotosensores pueden usarse para construir un diagrama de dispersiéon multidimensional
(que comprenda de dos a cinco o mas dimensiones, y normalmente, cuatro). Se pueden ver tres dimensiones usando
las capacidades de graficos por ordenador del instrumento que permiten rotar una representacion "solida"
tridimensional en el espacio-color que se usa para identificar las diferentes clasificaciones de poblaciones celulares
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efectuadas por algoritmos automatizados programados en la estacion de datos o, como alternativa, que se usa para
cartografiar los valores de una cuarta dimension. Para fines de documentacion en papel, el diagrama de dispersién de
cuatro dimensiones puede examinarse mediante seis pares de representaciones o proyecciones de la dispersion
bidimensionales seleccionables por el usuario y por numerosas proyecciones de histograma unidimensionales
seleccionables por el usuario.

Los datos pueden analizarse para enumerar, por ejemplo, los eritrocitos y las plaquetas de la muestra, asi como para
enumerar, por ejemplo, los eritrocitos inmaduros (por ejemplo, reticulocitos) de la muestra. Los reticulocitos pueden
distinguirse de los eritrocitos maduros mediante el uso de un colorante o una tincién de acido nucleico en la solucién
de reactivo que, al unirse al ARN contenido en la célula inmadura (pero ausente de una célula madura), marcandose
asi el reticulocito para permitir su identificacion por medios fluorescentes o de dispersion de luz. Los datos pueden
analizarse adicionalmente de acuerdo con los métodos descritos con mayor detalle a continuacion.

La concentracion de hemoglobina (HGB) a granel de una muestra de sangre se mide en un analizador de hematologia
automatizado mezclando una alicuota separada de una muestra de sangre con un reactivo litico, y midiendo la
concentracién de hemoglobina del lisado celular resultante usando un transductor colorimétrico. Al exponerse al
reactivo litico, los gldbulos rojos se lisan por completo y se libera hemoglobina a la mezcla de muestra, que, al
reaccionar con un ligando en el reactivo litico, forma un cromégeno. El cromégeno de hemoglobina se mide luego
mediante colorimetria a una longitud de onda predeterminada, y se calcula la HGB a partir de la medicién. Un sistema
de reactivo de lisis adecuado para medir la HGB comprende un diluyente de sangre isoténico, tal como los diluyentes
descritos en las patentes de EE.UU. n.° 4.521.518, 4.528.274, 5.935.857 y 6.706.526, y un reactivo de lisis, tal como
los reactivos de lisis descritos en la patente de EE.UU. n.° 5.763.280, 5.834.315 y 6.573.102. Como alternativa, el
sistema de reactivos también puede ser un solo reactivo de lisis como se describe en la patente de EE.UU. n.°
5.882.934. Ademas, se pueden usar diversos reactivos liticos conocidos en la técnica para la medicién de hemoglobina
para el fin de la presente invencion.

La impedancia se puede medir usando una abertura de flujo no enfocada, y la muestra de sangre se puede diluir
mucho, por ejemplo, con una proporcion de dilucion de 6250:1. Cuando se usa una celda de flujo enfocada para la
medicion, la proporcién de dilucion puede ser sustancialmente inferior, tal como 290:1. Para mantener el volumen y la
morfologia de los glébulos rojos durante sus mediciones en un analizador de hematologia, se usa un diluyente
isotonico para diluir la muestra de sangre. Por lo general, el diluyente contiene una o mas sales de metales alcalinos.
Se pueden usar varios diluyentes de sangre isotonicos disponibles en el mercado para diluir la muestra de sangre. Los
ejemplos adecuados incluyen, pero sin limitacion, los diluyentes descritos en las patentes de EE.UU. n.° 4.521.518,
4.528.274, 5.935.857 y 6.706.526. Cuando una particula o una célula sanguinea, suspendida en una solucion
conductora, pasa a través de una abertura, puede medirse una sefal eléctrica o un pulso debido al aumento de la
impedancia. Los pulsos eléctricos se pueden usar para contar el nimero de células sanguineas de una muestra de
sangre. Ademas, la forma del pulso, la altura y el ancho estan relacionados directamente con el volumen o el tamafio
de una particula, y se pueden convertir en el volumen de la célula medida. Cuando se mide una muestra que contiene
dos o mas células sanguineas diferentes que tienen diferentes voliumenes, un histograma obtenido de la medicién
puede representar la distribucién de volumen de estas células sanguineas. Los métodos y aparatos de deteccion
usados para el recuento y el tamafio de las células sanguineas mediante un analizador de sangre dotado de un
medidor de la impedancia se describen, en general, en las patentes de EE.UU. n.° 2.656.508, 3.810.011 y 5.125.737.

Metodologia

En la discusién que se presenta a continuacion y en el apartado de ejemplos, se pueden describir ciertos calculos
usando la expresion "introducir las mediciones en una férmula" o un equivalente gramatical de la misma. Como se
reconoceria, cualquier calculo individual puede realizarse como un método de varias etapas, y muchos calculos de
varias etapas pueden describirse usando una sola formula. Como tal, cualquier método que tenga una etapa de
"introducir las mediciones en una féormula" o similar no esta destinado a limitarse solo a aquellas realizaciones que
implican la introduccion de las mediciones en una sola férmula. Como se reconoceria y como se ilustra en el apartado
de ejemplos en el presente documento, dicho calculo se puede realizar usando diversas etapas diferentes, cada una
usando una férmula diferente, que conducen al mismo resultado que si se empleara una sola férmula. Todos los
métodos, incluyendo aquellos que emplean diferentes unidades de medicion y diferentes férmulas que conducen a los
mismos resultados similares o iguales a los descritos a continuacién se contemplan en el presente documento. Todas
las etapas del método de célculo pueden realizarse usando un ordenador, y las diversas etapas del calculo pueden
realizarse en un medio legible por ordenador en forma de programacion. Ademas, en varias realizaciones descritas a
continuacion, el método puede describirse como un método para calcular el volumen o el contenido de hemoglobina
de un glébulo rojo individual en una muestra "usando" multiples variables. Como se entenderia, el término "usando”
incluye introduciendo las variables, o una derivada de las mismas, en una férmula que, cuando se ejecuta, produce
un resultado, es decir, el volumen o el contenido de hemoglobina de un glébulo rojo individual en una muestra. Los
términos "algoritmo" y "féormula" se usan como sinénimos y, como se ha indicado anteriormente, no tienen la intencion
de implicar que cualquier calculo puede resolverse usando una sola etapa.

El analizador de hematologia descrito anteriormente puede emplearse, por ejemplo, para investigar los trastornos o
las anemias de los gldbulos rojos y para tomar decisiones de tratamiento, si fuera necesario. Los ejemplos de anemia
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incluyen anemia por deficiencia de hierro, anemia de trastorno crénico y anemia megaloblastica causada por la
vitamina B12 o el acido félico. Por ejemplo, la administracion de suplementos de hierro es extremadamente eficaz como
tratamiento para la anemia por deficiencia de hierro, pero no para la anemia de trastorno crénico. La causa de la
anemia es, por tanto, importante para el tratamiento de la anemia.

La deficiencia de hierro es el estado de deficiencia individual mas frecuente a nivel mundial. Tiene una importancia
econdmica, porque disminuye la capacidad de las personas afectadas para realizar trabajo fisico y disminuye tanto el
crecimiento como el aprendizaje en los nifios.

La deficiencia absoluta de hierro, con anemia o sin anemia, y la deficiencia funcional de hierro son estados clinicos de
alta frecuencia, y estos pacientes tienen eritropoyesis deficiente en hierro. La deficiencia absoluta de hierro se define
como una disminucién del contenido de hierro del organismo. La anemia por deficiencia de hierro se produce cuando
la deficiencia de hierro es lo suficientemente grave como para disminuir la eritropoyesis y causar el desarrollo de
anemia. La deficiencia funcional de hierro describe un estado en el que el contenido total de hierro del organismo es
normal o incluso elevado, pero el hierro esta "encerrado" y no esté disponible para la produccion de gldbulos rojos.
Esta afeccion se observa principalmente en pacientes con insuficiencia renal crénica que estan en hemodialisis y en
pacientes con inflamacion crénica o infecciones crénicas.

El estado del hierro se puede medir usando indices hematoldgicos y bioquimicos. Cada parametro del estado del
hierro refleja los cambios en diferentes compartimentos de hierro del organismo, y se ve afectado en diferentes niveles
de agotamiento del hierro. Las mediciones especificas de hierro incluyen hemoglobina, volumen celular medio,
hematocrito, protoporfirina eritrocitaria, hierro en plasma, transferrina, niveles de saturacién de transferrina, ferritina
sérica, receptores solubles de transferrina y ancho de distribucién de glébulos rojos.

La hemoglobina se ha usado durante mas tiempo que cualquier otro parametro del estado del hierro. Proporciona una
medida cuantitativa de la gravedad de la deficiencia de hierro una vez que se ha desarrollado la anemia. La
determinacion de la hemoglobina es un método de deteccién sencillo y conveniente, y es especialmente util cuando
la frecuencia de la deficiencia de hierro es alta, como en el embarazo o la infancia. Las limitaciones del uso de la
hemoglobina como medida del estado del hierro son su falta de especificidad (como factores tales como la vitamina
B12 o la deficiencia de folato, los trastornos genéticos y las infecciones crénicas pueden limitar la eritropoyesis) y su
relativa insensibilidad debido a la marcada superposicion de valores entre las poblaciones normales y deficientes en
hierro. Para identificar la anemia por deficiencia de hierro, se mide la hemoglobina junto con mediciones mas selectivas
del estado del hierro.

Cuando la deficiencia de hierro se vuelve grave, se produce una reduccidon en el volumen celular medio,
aproximadamente al mismo tiempo que la anemia comienza a desarrollarse. Es un indicador bastante especifico de
la deficiencia de hierro una vez que se han excluido la talasemia y la anemia por enfermedad crénica. Se acepta un
valor de corte de 8 x 101 (80 fl) como el limite inferior del intervalo normal en adultos. El ancho de distribucion de
glébulos rojos (ADR) se ha usado recientemente en combinacién con otros parametros para la clasificacion de las
anemias. Refleja la variacion en el tamafio de los glébulos rojos y puede usarse para detectar grados sutiles de
anisocitosis.

Los parametros del estado del hierro mas usados en la actualidad son la saturacion de transferrina (TSAT) y la ferritina
sérica. Sin embargo, ambas son medidas indirectas del estado del hierro. La transferrina es una proteina de transporte
que contiene dos sitios de union al hierro mediante los que transporta el hierro desde los sitios de almacenamiento a
los precursores eritroides. La TSAT (es decir, el porcentaje de sitios de union totales que estan ocupados por hierro)
es una medida del hierro que esta disponible para la eritropoyesis. La TSAT se calcula dividiendo el hierro sérico entre
la capacidad total de union al hierro, una medicion de la transferrina circulante, y multiplicando por 100. La ferritina es
una proteina de almacenamiento que esta contenida principalmente dentro del sistema reticuloendotelial, con algunas
cantidades liberadas en el suero. En condiciones de exceso de hierro, la produccién de ferritina aumenta para
compensar el aumento de hierro en plasma. El nivel de ferritina en el suero, por lo tanto, refleja la cantidad de hierro
almacenado.

Los reticulocitos son glébulos rojos inmaduros con un tiempo de maduracién de solo 1 a 2 dias antes de convertirse
en glébulos rojos maduros. Cuando estos se liberan por primera vez de la médula ésea, la medicion de su contenido
de hemoglobina puede proporcionar la cantidad de hierro inmediatamente disponible para la eritropoyesis. Un
contenido de hemoglobina inferior al normal en estos reticulocitos indica un suministro inadecuado de hierro en relacién
con la demanda. La cantidad de hemoglobina en estos reticulocitos también corresponde a la cantidad de hemoglobina
en los glébulos rojos maduros. El contenido de hemoglobina de los reticulocitos (CHr) se ha evaluado recientemente
en numerosos estudios como prueba de la deficiencia de hierro y de la deficiencia funcional de hierro, y se ha
encontrado que es altamente sensible y especifico. Sin embargo, no se han establecido los valores de umbral exactos,
ya que los valores de umbral varian segun el laboratorio y el instrumento usado.

La eritropoyetina es eficaz para estimular la produccion de glébulos rojos, pero sin un suministro adecuado de hierro
para unirse a la hemoglobina, los gldbulos rojos seran hipocrémicos, es decir, con un bajo contenido de hemoglobina.
Por tanto, en estados de deficiencia de hierro, un porcentaje significativo de glébulos rojos que salen de la médula
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6sea tendra un bajo contenido de hemoglobina. Al medirse el porcentaje de glébulos rojos con un contenido de
hemoglobina inferior a 28 g/dl, se puede detectar la deficiencia de hierro. Un porcentaje de células hipocrémicas
superior al 10 % se ha correlacionado con la deficiencia de hierro y, por lo tanto, se ha usado como criterio de
diagnéstico para la deteccion de la deficiencia de hierro.

Programacion

Una memoria fisica contiene instrucciones (es decir, "una programacion") para realizar los calculos del volumen y del
contenido de hemoglobina de los gldbulos rojos individuales de una muestra. La memoria puede comprender un medio
fisico legible por ordenador. Se recopilan datos del analizador de hematologia y se ejecuta la programacion que
contiene un algoritmo para el célculo, usando entradas de un archivo FCS.

La programacion se puede proporcionar en un medio fisico de almacenamiento o transmisién. Un ordenador que recibe
las instrucciones puede ejecutar el algoritmo y/o procesar los datos obtenidos. Los ejemplos de medios de
almacenamiento que son legibles por ordenador incluyen disquetes, cinta magnética, CD-ROM, un disco duro, una
ROM o circuito integrado, un disco magneto-6ptico o una tarjeta legible por ordenador, tal como una tarjeta PCMCIA
y similares, ya sean dichos dispositivos internos o externos al ordenador. Un archivo que contiene informacion se
puede "almacenar" en un medio legible por ordenador, donde "almacenar" significa registrar informacion de modo que
sea accesible y recuperable en una fecha posterior por un ordenador de una red local o remota.

El célculo se puede ejecutar automaticamente cada vez que se ejecuta una muestra.
Ejemplos: implementacion del algoritmo

Los métodos para medir parametros de glébulos rojos (GR) individuales se describen en el presente documento.
Ciertos parametros que se pueden medir incluyen la fraccion de GR inferior a 6 x 10-'* | (60 fl) (porcentaje microcitico,
% Micro), la fraccion superior a 1,2 x 10-'31 (120 fl) (porcentaje macrocitico, % Macro), la fraccion de GR con una
concentracion celular de HGB inferior a 28 g/dl (porcentaje hipocromico, % Hipo) y aquellas superiores a 41 g/dl
(porcentaje hipercromico, % Hiper). Otros parametros de interés incluyen el ancho de la distribucion de la
concentracién de HGB en los GR (Ancho de Distribucién de Hemoglobina, ADH), la cantidad media de HGB de los
reticulocitos (Hemoglobina Corpuscular Media para los reticulocitos, HCMr), la concentracion media de HGB de los
reticulocitos (Concentracion Media de Hemoglobina Corpuscular para los reticulocitos, CMHCr), el volumen medio de
reticulocitos (Volumen Corpuscular Medio para los reticulocitos, VCMr) y la fraccién de plaquetas reticuladas
(porcentaje de PLaqueTas reticuladas, % PLTT).

Los parametros de GR se derivaron de datos de dispersion optica de célula por célula en ALL, IAS y PSS usando
modelos de Concentracién de Hemoglobina Celular (CHC) éptica y de volumen éptico. Los siguientes ejemplos
describen en detalle la implementacién de estos modelos.

Filtrado de eventos de datos

Se realizd un ensayo de Retic. (que comprende recoger eventos celulares de GR, PLT y Retic., asi como algunos
eventos celulares de GB), y se recogieron datos de ALL, IAS, PSS y FL1. Los algoritmos de GR descritos a
continuacion usaron datos de todas estas fuentes. La Figura 2 ilustra el log de FL1 frente a las formas lineales de IAS
de los datos del ensayo de Retic.

El ensayo de Retic. separa los GR (Glébulos Rojos) y los Retic. (Reticulocitos) de las PLT (PLaqueTas) y los GB
(Glébulos Blancos). Se usaron las mismas clasificaciones para el presente ejemplo, pero con un examen mas detallado
de los GR y los Retic. Como se muestra en la Fig. 2, los GR presentaron una cierta cantidad de coincidencias
(cuantificadas alrededor de un pequefio porcentaje del recuento total de GR), que debe eliminarse antes de cualquier
calculo. Por lo tanto, el punto mas alto de las distribuciones de la poblacién de GR y Retic. se encontré en los tres
canales de deteccion relevantes (ALL, IAS y PSS), y luego se establecieron los limites de los datos aceptables en el
5 % de la altura maxima del histograma. Estos umbrales sirvieron para eliminar el ruido (en el extremo inferior) y los
eventos de coincidencia (en el extremo superior), y se derivaron de los datos de un estudio anterior. Para eliminar las
coincidencias y el ruido en los Retic., se aumenté el limite de IAS de nivel superior derivado anteriormente en un 10 %,
porque los Retic. tienden a ser mayores que los GR. La Figura 3 muestra los umbrales usados para bloquear los GR
y los Retic. La linea horizontal sobre el eje x es el nivel del 5 % en relacién con el maximo. Las lineas verticales
interiores son los umbrales de GR, que se colocan en los primeros depdsitos fuera del umbral del 5 %. En este ejemplo,
los umbrales inferiores tanto para los GR como para los Retic. estaban en el canal 380. El umbral superior de GR
estaba en el canal 630. Mediante la adicién del 10 %, se obtuvo el canal 693, que se usé como el umbral superior para
los Retic. (linea vertical a la derecha).

Modelos y esquemas de escalamiento del canal

La forma en que se escalaron los canales esta estrechamente relacionada con la forma en que se construyeron los
modelos de volumen y CHC. La Figura 4 representa esas relaciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2746 481 T3

Haciendo referencia a la Fig. 4, habia variables, asi como funciones, que se construyeron a partir de y se aplicaron a
conjuntos de mediciones individuales célula por célula (columna izquierda); y otras variables y funciones relacionadas
con las medias de dichos conjuntos (columna derecha).

En el siguiente apartado se definen y se analizan las cantidades de la tabla de la Fig. 4. Tras aplicar los limites de
filtrado como se describe en el apartado de "Filtrado de eventos de datos" anterior, se determinaron los valores medios
(en IAS, ALL y PSS) de los GR y Retic. restantes. Estos valores medios se usaron para construir los modelos de
volumen y de CHC, y se usaron para calibrar los factores de escalamiento del canal.

Dado que los parametros de GR se pueden usar en analizadores con diferentes configuraciones de ganancia, el

algoritmo contiene un mecanismo para normalizar y escalar las mediciones de IAS, PSS y ALL antes de que se usen
en los calculos. La normalizacion éptica y el escalado (célula por célula) fueron los siguientes:

] _(aall) 1
“ \ALLC

_ (mediana(ﬁ) iaS) 1
a= IASC

_ (mediana(y) pSS) L
a PSSC

En el presente documento, al, ia y ps son los valores de dispersion escalados y normalizados, y all, ias y pss son los
valores medidos de cada célula en los respectivos canales de deteccién ALL, IAS y PSS. Los valores medidos se
normalizaron primero por las constantes ALLC, IASC y PSSC, respectivamente. Después de la normalizacion, se
multiplicaron por su respectivo factor de escalamiento del canal (a, 8y y, respectivamente; para IAS y PSS, el valor
usado es una mediana de un registro de historial, descrito mas adelante). El valor resultante debe ser de
aproximadamente 1. Entonces, se resta 1 para tener valores que se distribuyen alrededor de 0 para un evento normal.

Los valores de las constantes de normalizacién fueron ALLC = 13.235,25, IASC = 6.041,75 y PSSC = 11.500; estos
valores se derivaron de un conjunto de datos de formacién, que se archivd, y no estd sujeto a cambios para
analizadores con la misma configuracién de hardware y firmware; simplemente normalizan los valores a
aproximadamente 1.

Los factores de escalamiento del canal, por otro lado (que son de unidad del orden), se usaron para compensar las
ligeras diferencias entre analizadores y las desviaciones del analizador en el rendimiento 6ptico. El analizador mantuvo
un registro de ejecucion de las muestras procesadas en el mismo; para IAS y PSS, el algoritmo uso6 las ultimas 51
muestras validas para calcular las medianas del factor de escalamiento del canal usadas anteriormente, mientras que
para ALL, se calculé nuevamente el factor de escalamiento del canal para cada muestra (segun los datos de VCM de
impedancia), sin referencia a muestras antiguas. Véase el apartado de "Estandarizacion" que figura mas adelante
sobre cémo se derivaron y gestionaron los factores de escalado.

Debido a que los parametros de GR se calcularon a partir de valores de canal absolutos, puede ser importante realizar
un seguimiento de la calibracién éptica del instrumento. Los parametros derivados 6pticamente se ajustaron en funcion
de los resultados de VCM de impedancia y de HGB colorimétrica. El ajuste se implementé cambiando los factores de
escalamiento del canal muestra por muestra.

Los factores de escalamiento del canal IAS y PSS, By y, se calcularon a partir de las mediciones de CMHC de
impedancia y colorimétrica, cmhCimp,col:

cmhe _ hgbcol
imp,col — . __—

P grimp * 17C‘rnimp

en la que hgbco es el valor numérico de la concentracion de HGB del transductor colorimétrico, rbcimp indica la
concentracion de GR de la muestra obtenida de los datos de impedancia, y vemimp es el volumen medio de GR de los
datos de impedancia. Dado que la CMHC presenta una menor reproducibilidad y una menor repetibilidad que otros
parametros (como, por ejemplo, VCM), se us6 una relacién lineal sencilla para vincular los valores de IAS y PSS a
CMHC. Las ecuaciones que se usaron muestra por muestra fueron:

48,5 — cmhcimp,col
13,9 iasm

B =IASC=<
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J = PSSC = (cmhcimp_col - 25,4>

7,1 pssm

Las constantes numéricas de las ecuaciones anteriores se derivan de un ajuste lineal de primer orden a los datos
recopilados en cuatro CELL-DYN Sapphires™ durante el estudio de viabilidad. Las variables iasm y pssm son los
valores medios de IAS y PSS, respectivamente, para todos los GR de cualquier muestra particular. Las constantes
IASC y PSSC se usaron como anteriormente para normalizar las variables iasm y pssm de modo que los factores de
escalado estuvieran en torno a la unidad.

El factor de escalamiento del canal ALL, a, se calcul6 a partir del VCM de impedancia medido, el valor de IAS medio

escalado y la medicion de ALL. Las ecuaciones se derivaron del modelo de volumen 6ptico (véase "Modelo de
volumen" que figura mas adelante):

Vb2 —4ac—b
¢O=—"
2a
en la que
a = 327,41 allnorm?
b =(213,51 - 605,78 iam - 2*327,41) allnorm

c=84,02-213,51 + (605,78 - 125,32) iam
+ 260,64 jam? + 327,41 allnorm - vcmimp

o (ﬁ iasm) 1
= Tasc

" _allm
atlnorm _ALLC
en la que iasm y allm son las medias muestrales de todas las mediciones de IAS y ALL célula por célula,
respectivamente, y vemimp €s el valor de VCM de impedancia.

Esencialmente, estas formulas toman el modelo de volumen cuadratico dependiente de ALL (allm) e IAS (iasm);
introducen el escalado de IAS obtenido a través del ajuste lineal de CMHC anterior (B; restringen el resultado del
volumen para que sea igual al valor de impedancia (vemimp); y resuelven el factor de escalado de ALL requerido para
cumplir la ecuacion (a). Dado que el factor de escalamiento del canal ALL esta vinculado al VCM de impedancia, que
presenta una buena reproducibilidad y una buena repetibilidad, no es necesario tomar una mediana de las ultimas 51
muestras.

Modelo de volumen

El modelo de volumen se basa en la medicion de cada célula en IAS y ALL. La férmula usada para calcular el volumen
vol (célula por célula) es la siguiente:

vol = 84,02 - 125,32 ja + 213,51 al - 605,78 ia * al
+ 260,64 ia® + 327,41 al

en la que ia y al son las mediciones escaladas célula por célula definidas en el apartado de "Modelos y esquemas de
escalamiento del canal" anterior. Los coeficientes en este modelo global de segundo orden (es decir, un modelo
analitico que se aplica a todas las células de la muestra) se derivaron del estudio anterior. Para obtenerse el volumen
correcto, se conocian los factores de escalamiento del canal para IAS y ALL (véanse las ecuaciones del apartado de
"Modelos y esquemas de escalamiento del canal" anterior). La Figura 5 muestra una representacion grafica del modelo
de volumen. La Figura 6 muestra los 977 puntos de datos de un estudio representado en el plano de iam frente a aim
(medias de ia y al, respectivamente). Cada punto de datos representa la media de al e ia de todas las células de esa
muestra en particular; los diversos puntos comprenden el conjunto completo de muestras del estudio. El rectangulo
alrededor de los puntos de datos muestra la extension en los parametros para los que se calculd la superficie. Las
areas con la menor cobertura de datos se encuentran a lo largo de los limites de iam. Cabe sefalar que el modelo de
volumen Optico no se us6 para determinar el % Micro ni el % Macro (que se extrajeron de los datos de VCM de
impedancia), sino solo como una base para calcular el VCMr y la CMHr, y para representar los GR individuales en un
diagrama de dispersion de chc-vol.
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Modelo local de CHC

El modelo de CHC o6ptico célula por célula se basa en la medicion de cada célula en IAS y PSS. El modelo se basa
en un ajuste local. Para implementar el modelo local en el codigo, el modelo se muestred en una rejilla regular. La
rejilla de numeros se importd al software del analizador de hematologia usado. El software encuentra los 4 puntos de
la rejilla mas cercanos y realiza una interpolacion lineal entre esos 4 puntos.

Los ejes de la rejilla eran mediciones normalizadas de IAS y PSS. Las mediciones de IAS y PSS célula por célula se
normalizaron y escalaron como se ha descrito anteriormente en el apartado de "Modelos y esquemas de escalamiento
del canal" anterior, y se presenta a continuacion:

) _(mediana(ﬁ) iaS) 1
= IASC

_ (mediana(y) pSS) L
ps = PSSC

Los factores de escalamiento del canal IAS y PSS By y que se aplican a todas las células de la muestra en prueba,
se calcularon usando la mediana de los factores de escalado obtenidos para las ultimas 51 muestras. En la Fig. 7, se
muestran los valores del modelo en los puntos de la rejilla.

Si los valores de ia y ps estaban fuera del intervalo para el que se definié el modelo de CHC, se us6 el valor de borde
mas cercano del modelo. Esto fue respaldado por el analisis presentado a continuacion.

La Figura 8 muestra los 977 puntos de datos, del mismo estudio usado en el modelo de volumen, que se usaron para
derivar el modelo de superficie de la Fig. 7, representado en psm frente a iam (media de ps e ia, respectivamente).
Como en la Fig. 6, cada punto de datos representa la media de ps e ia de todas las células de esa muestra en particular;
los diversos puntos comprenden el conjunto completo de muestras del estudio. El rectangulo alrededor de los puntos
de datos muestra la extension en los parametros para los que se ha calculado la superficie. Las areas con la menor
cobertura de datos se encuentran a lo largo de los limites de iam.

La Figura 9 muestra un grafico con el porcentaje de células que estan fuera de los limites del modelo para cada una
de las 977 muestras del estudio. EI maximo fue de aproximadamente el 6 %. La Figura 10 muestra los mismos
resultados representados frente al valor de CMHC derivado 6pticamente de la muestra.

La Figura 11 es un diagrama de ps frente a ia (es decir, un diagrama, para una sola muestra, de los valores escalados
y normalizados de PSS e IAS de todas las células individuales de la muestra; en contraste con los diagramas de las
Fig. 6 y 8, que representan las medias de la muestra) para la muestra con un 6 % de eventos fuera del limite del
modelo. Esta muestra en particular tenia una distribuciéon de PSS mucho mas amplia de lo que se observé en general.
Con fines comparativos, la Fig. 12 muestra el patrén de distribucién para una muestra tipica con un valor de CMHC
de aproximadamente 32 g/dl.

Aquellos relativamente pocos eventos (en esas relativamente pocas muestras) que estaban fuera de la superficie del
modelo estaban dejando principalmente la superficie en el limite de ps alto. Mirando la forma de la superficie del
modelo en la Fig. 7, el gradiente de ps a lo largo del limite de ps alto de la superficie fue generalmente pequeiio (en
comparacion con la variacioén general de CHC en toda la superficie del modelo). Basandose en estos resultados, era
aceptable usar los valores del modelo en el limite de ps alto para aquellos eventos que se extienden mas alla del
mismo. Este enfoque, mas generalizado a los otros limites, fue implementado en el algoritmo.

Parametros calculados

Con modelos 6pticos de célula por célula para CHC y volumen para cada evento de GR y Retic., se pueden calcular
los parametros deseados.

ADH: Se calcul6 la Desviacion Tipica robusta (DTr) de la distribucién de CHC para todos los Retic. y GR. La DTr se
calculé como

DTr = mediana de 1,4826 (chc - mediana (chc))

El factor de 1.4826 garantizé que, para los datos distribuidos normalmente, la DTry la DT normal fueran idénticas. La
ADH se proporcioné como un porcentaje dividiendo la DTr entre la mediana y multiplicando por 100.

% Hipo, %Hiper: Todos los GR y Retic. se contaron con chc < 28 g/dl (% Hipo) y chc > 41 g/dl (% Hiper). El recuento
se dividio entre el numero total de glébulos rojos y Retic., y se multiplicé por 100.

CMHCr: Solo se usaron los valores de CHC (chc) de los Retic., y se calculé su media.

10
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VCMr: Solo se usé el volumen (vol) de los Retic. y se calculé su media.

HCMr: Se determiné el producto de chc y vol para cada Retic., se calculé su media y se dividié entre 100.

% Micro y % Macro

Los parametros % Micro y % Macro se midieron a partir del histograma de impedancia. El % Micro era la fraccion de
GR que era inferior a 6 x 101 (60 fl). El % Macro era la fraccién de GR que era superior a 1,2 x 10-'31 (120 fl). Se
eliminaron las coincidencias de GR y se sintetizaron los nimeros de las células por encima (% Macro) y por debajo
(% Micro) de los limites, respectivamente.

La eliminacion de las coincidencias fue importante para las muestras que tenian un bajo numero de eventos de %
Macro. Por lo general, el recuento de impedancias tuvo un 3 % de coincidencias, que se registraron a un volumen de
aproximadamente el doble del valor de VCM. Entonces, para un VCM de 8 x 10-'* 1 (80 fl), se esperaba ver un 3 % de
los eventos de GR como coincidencias alrededor de un volumen de 1,6 x 10-'% | (160 fl). Para dar una buena estimacién
del % Macro, se deberian eliminar esas coincidencias del 3 %, porque, de lo contrario, se contarian como macrociticos.
El algoritmo buscé un valle en el histograma de volumen, y limité los eventos de GR validos a los de la izquierda (es
decir, con volumenes inferiores al) del fondo del valle. Por consiguiente, los eventos de coincidencia, en general, se
excluyeron correctamente del calculo de los GR macrociticos.

Plaquetas reticuladas

También se proporciona un método para enumerar plaquetas reticuladas (PLTr). En términos generales, el método se
basa en el mismo principio usado para el ensayo de los GR reticulados, mediante el que se une un colorante de acido
nucleico o una tincion de acido nucleico permeables a las células adecuados al ARN en los reticulocitos y los hace
distinguibles de los GR maduros, en los que el ARN esta ausente. Las PLT reticuladas también presentan un contenido
de ARN distinto de cero, que las distingue de las PLT maduras. El colorante o la tincion de acido nucleico confiere a
las PLT reticuladas caracteristicas de diferenciacion de sefial similares a las de los GR reticulados; por ejemplo, en el
caso de un colorante de acido nucleico permeable a las células conjugado con fluorescente, los GR reticulados
normalmente presentan una fluorescencia mas alta que los GR maduros, y las PLT reticuladas normalmente presentan
una fluorescencia mas alta que las PLT maduras. Esta elevacién de la fluorescencia puede ser aprovechada por
algoritmos disefiados adecuadamente.

Se us6 un algoritmo con el mejor ajuste en linea recta a través de la poblacion de plaquetas (en log fI1 frente a log
ias). Se dibuj6 otra linea con la misma pendiente y un desplazamiento positivo de 30 canales. El numero 30 se
determiné previamente usando un conjunto de formacién para que un conjunto de muestras normales tuviera un %
PLTr medio del aproximadamente 2 %, que es tipico en sujetos sanos. Cualquier evento plaquetario que estaba por
encima de la segunda linea se clasificé como una PLT reticulada. La Figura 13 ilustra el algoritmo para clasificar las
PLTr en una muestra normal. Las plaquetas se muestran en azul, y la linea de puntos a través de la poblacién es la
linea que mejor se ajusta. La linea punteada es el desplazamiento de la linea por 30, y todos los eventos de PLTr por
encima estén encerrados en un circulo. En esta muestra particular, el porcentaje de PLTr fue del 1,0 %.

En caso de que hubiera menos de 150 plaquetas en el archivo FCS, se us6 una pendiente predeterminada de 0,5,
que solo era apta para el desplazamiento de la linea a través de la poblacién de plaquetas.

Normalizacién

La configuracion de ganancia para ALL y PSS en el ensayo de Retic. se establecié de acuerdo con el siguiente
procedimiento.

Primero, se estandarizaron las ganancias para el ensayo diferencial de GB. Se rest6 un valor de 20 V del ajuste de la
tension del PMT PSS para el ensayo diferencial de GB. El valor resultante se usé como la configuracién de tension
del PMT PSS para el ensayo de Retic. (por ejemplo: V_PMTpss st = 387 V; V_PMTpssRetic = 387 V - 20 V = 367 V).
Se copid la configuracion de ganancia del amplificador PSS del ensayo diferencial de GB al ensayo de Retic.

Se multiplicé por 2 la configuracion de ganancia del preamplificador ALL para el ensayo diferencial de GB, y se us6
como la configuracién de ganancia del preamplificador ALL para el ensayo de Retic (por ejemplo:
ganancia.preamp.aLLcerdif = 16; ganancia.preampaLL retic = 32). Se copid la configuracién de ganancia del amplificador
ALL del ensayo diferencial de GB al ensayo de Retic.

Una vez establecidas las tensiones y las ganancias, se usaron Particulas de Referencia Patrén (PRP) de 3,3 um a
una concentracion de 250 x 10%/ml para establecer los factores iniciales de escalamiento del canal. Las PRP se
ejecutaron en el modo de PRP de Referencia de GR y Retic.

El algoritmo us6 las medias de las PRP en los canales de deteccién de ALL, IAS y PSS para obtener los factores
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iniciales de escalamiento del canal. Los factores iniciales de escalamiento del canal se calcularon como

4893
% = nedia(allpgp)

2328
" media(iasprp)

B

_ 31311
= media(pssprp)

donde a, By y, los factores de escalamiento del canal, nuevamente representan los factores de escalamiento de
canales ALL, IAS y PSS, respectivamente. Aqui, los canales medios se representaron a resolucién completa (15 bit).
Los factores de escalamiento iniciales se almacenaron en un archivo de configuracion. Para cada muestra, se obtuvo
una nueva determinacion de los factores de escalamiento, siguiendo el procedimiento detallado en el apartado
"Modelos y esquemas de escalamiento del canal" anterior. Las 51 estimaciones mas recientes de los factores de
escalamiento se almacenaron en el archivo de configuracion.

Deconvolucion con perfil de instrumento

Desde el transductor de impedancia, se obtuvo una medicion de la ADRimp (el ancho del histograma de distribucion
del volumen de GR) y se compar6 con la ADRopt derivada épticamente de las mediciones de dispersion célula por
célula para obtener una estimacién de cuanta degradacién dependiente del instrumento podria haber en la medicidn
de la ADR optica.

Se construyd un modelo empirico que relaciona la proporcion de ADRopt/ADRimp con los perfiles del instrumento en
ALL y IAS. El modelo permitié la deconvolucion de la degradacion éptica fuera de las sefiales de IAS y ALL.

El modelo implementado suponia que el perfil del instrumento y el perfil de la muestra eran gaussianos. Bajo este
supuesto, se realizé la deconvolucién reduciendo el ancho de las distribuciones de IAS y ALL en torno a sus
respectivas medias. Se multiplicd cada una por la proporcién entre el ancho de distribucion total deseado y el existente.

El ancho de distribucion del instrumento se estimé mediante la proporcion entre el ancho de distribucion éptica medido
de los volumenes de GR y el ancho de distribucion de impedancia (ADR).
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REIVINDICACIONES
1. Un analizador de hematologia (10) que comprende:

a) una celda de flujo (28);

b) una fuente de luz (12) para dirigir la luz a dicha celda de flujo;

c) una pluralidad de detectores (32, 34, 36) para detectar la dispersion de luz por las células de una muestra de
sangre que se mueve a través de la celda de flujo en una pluralidad de canales de dispersion optica;

d) un transductor colorimétrico para medir la concentracion de hemoglobina en un lisado celular;

e) un transductor de impedancia para medir los cambios en la impedancia de la muestra de sangre; y

f) una estacion de trabajo de analisis de datos que comprende una memoria fisica que contiene instrucciones que,
cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia:

i) calcule el volumen de glébulos rojos individuales de una muestra que contiene una poblacion de glébulos
rojos usando:

datos de dispersion optica de dispersion de angulo intermedio (IAS) y de pérdida de luz axial (ALL) de los
glébulos rojos individuales obtenidos por la pluralidad de los canales de dispersién optica; y

mediciones de impedancia de los glébulos rojos individuales obtenidos usando el transductor de
impedancia; o

ii) calcule el contenido de hemoglobina de glébulos rojos individuales de una muestra que contiene una
poblacién de glébulos rojos usando:

datos de dispersion éptica de dispersion de angulo intermedio (IAS) y de dispersion lateral polarizada (PSS)
de los gldbulos rojos individuales obtenidos por la pluralidad de los canales de dispersién 6ptica;
mediciones de impedancia de los glébulos rojos individuales obtenidos usando el transductor de
impedancia; y

mediciones de la concentracién de hemoglobina de los glébulos rojos individuales obtenidos por el
transductor colorimétrico.

2. El analizador de hematologia de la reivindicacién 1, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones
que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia escale, filtre o
normalice los datos de dispersién optica.

3. El analizador de hematologia de la reivindicacion 2, en el que el filirado de los datos de dispersidn éptica comprende
eliminar los datos que corresponden al ruido y/o los datos que corresponden a eventos de coincidencia.

4. El analizador de hematologia de la reivindicacién 1, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones
que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, Hacen que el analizador de hematologia calcule una fraccion
de glébulos rojos de la muestra que tiene un volumen superior o inferior a un valor definido.

5. El analizador de hematologia de la reivindicacion 4, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones
que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia calcule una fraccion
de globulos rojos superior a 1,2 x 10731 (120 fl) o inferior a 6 x 1074 1 (60 fl).

6. El analizador de hematologia de la reivindicacion 1, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones
que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia calcule una cantidad
de glébulos rojos de la muestra que tiene una concentracion de hemoglobina que esta por encima o por debajo de una
concentracion definida.

7. El analizador de hematologia de la reivindicacion 6, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones
que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia calcule una cantidad
de glébulos rojos que tiene una concentracion de hemoglobina inferior a 28 g/dl o superior a 41 g/dI.

8. El analizador de hematologia de la reivindicacion 1, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones
que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia determine una
variacion del volumen de uno o mas glébulos rojos individuales dentro de una poblacion.

9. El analizador de hematologia de la reivindicacion 8, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones
que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia determine una forma
de distribucion del volumen de los glébulos rojos individuales dentro de la poblacion.

10. El analizador de hematologia de la reivindicacién 1, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones

que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia determine una
variacion de la concentracion de hemoglobina de uno o mas glébulos rojos individuales dentro de una poblacién.
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11. El analizador de hematologia de la reivindicacién 10, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones
que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia determine la forma de
la distribucion de la concentracion de hemoglobina de los glébulos rojos individuales dentro de la poblacion.

12. El analizador de hematologia de la reivindicacién 1, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones
que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia identifique varios
reticulocitos por fluorescencia en la muestra y analice la cantidad media de hemoglobina de los reticulocitos, la
concentraciéon media de hemoglobina de los reticulocitos o el volumen medio de los reticulocitos.

13. El analizador de hematologia de la reivindicacion 1, en el que la memoria fisica comprende ademas instrucciones

que, cuando son ejecutadas por la estacion de trabajo, hacen que el analizador de hematologia deconvolucione un
valor de degradacién o6ptica de los datos de dispersion de luz de IAS y ALL.
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