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DESCRIPCION
Sistemas y métodos para el recuento de plaquetas con ajuste de agregaciones
Antecedentes de la invencion

Esta invencién se refiere al campo del diagnéstico médico y méas especificamente a sistemas y a métodos para
enumerar plaquetas en una muestra bioldgica de un paciente.

Las plaquetas desempefan una funcién fisiolégica importante en el organismo. Por ejemplo, la actividad plaquetaria
esta implicada en la coagulacién de la sangre y la reparacion de las heridas. Diversos estados patolégicos pueden
tener un efecto sobre la cantidad de plaquetas presentes dentro de la sangre de un individuo. Por tanto, una prueba
de recuento de plaquetas puede proporcionar una indicacién importante del estado de salud de un paciente. Por
ejemplo, pueden usarse recuentos de plaguetas para monitorizar o diagnosticar enfermedades que implican
coagulacién o hemorragia excesivas.

En ocasiones, pueden formarse agregaciones plaquetarias en un vial de muestra de prueba antes de suministrarse
la muestra a un instrumento de recuento de plaquetas para su analisis. Como resultado, el recuento de plaquetas
(PLT) que se obtiene puede ser artificialmente bajo. Para abordar esta cuestion, algunos analizadores actuales
activan un indicador para alertar al usuario sobre un posible recuento errbneo como resultado de agregacion, y los
usuarios pueden contar entonces las PLT con una revision de portaobjetos manual.

Por tanto, aunque actualmente estan disponibles sistemas y métodos de analisis de plaquetas y proporcionan
beneficios reales para pacientes que lo necesitan, todavia pueden realizarse muchos avances para proporcionar
dispositivos y métodos mejorados para evaluar el estatus de plaquetas en un individuo. Realizaciones de la presente
invencion proporcionan soluciones que abordan estos problemas y por tanto proporcionan respuestas a al menos
algunas de estas necesidades destacadas.

El documento US 2009/0238439 A1 se refiere a un método de enumeracion de plaguetas dentro de una muestra de
sangre, en el que se diferencian plaquetas y agregaciones plaquetarias de los gloébulos blancos (WBC). En el
documento US 2009/0238439 A1, se enumeran plaquetas y células en agregaciones plaquetarias, en el que el
nuamero de plaquetas dentro de la agregacion se determina dividiendo la intensidad de emisién de fluorescencia
integrada entre la emisién de plaqueta promedio o dividiendo el area de la agregacién entre el area de plaqueta
promedio.

“Laboratory #10: Manual Differential”, 1 de enero de 2002, describe métodos para determinar recuentos de glébulos
blancos relativos y absolutos en un frotis de sangre.

El documento US2012/0262703 A1 se refiere a un método de determinacion de un volumen de una plaqueta.

El documento W098/02727 se refiere a métodos para distinguir y diferenciar células en una muestra de sangre
completa.

El documento US 6.133.995 se refiere a un dispositivo de medicion de particulas.
Breve sumario de la invencion

La invencion se define en las reivindicaciones. Realizaciones de la presente invencion proporcionan técnicas
mejoradas para analizar condiciones o parametros de plaquetas en un individuo. Por ejemplo, determinadas
realizaciones abarcan sistemas y métodos para la correccion del recuento de plaquetas para tener en cuenta la
pérdida en agregaciones plaquetarias. Tales técnicas pueden emplear diversas combinaciones de parametros de
hemograma completo (CBC) ademéas de parametros de volumen, conductividad y dispersion (VCS), para
proporcionar enfoques de examen fiables que evallan condiciones de plaquetas de pacientes o individuos en la
poblacién general. Por ejemplo, sistemas y métodos de diagndstico pueden proporcionar una prediccion temprana y
precisa sobre si un individuo tiene recuentos o parametros de plaguetas normales o anémalos. Tales técnicas de
analisis de plaquetas pueden implicar calcular directamente determinadas medidas de plaquetas, tales como
recuento de plaquetas y numeros de plaquetas contenidos en agregaciones plaquetarias.

En determinadas realizaciones, puede combinarse la salida obtenida a partir de médulos de médulos de CBC y
NRBC para derivar un recuento de plaquetas que se compensa con respecto a acontecimientos de recuento de
plaquetas que de lo contrario pueden perderse debido a la presencia de agregaciones plaquetarias. Por ejemplo, un
recuento de plaquetas tal como se notifica mediante un médulo de CBC (por ejemplo recuento de plaquetas sin
agregar individuales) puede combinarse con un recuento de plaquetas perdidas (por ejemplo recuento de plaquetas
que se producen en agregaciones) que se estima basandose en datos a partir de un moédulo de NRBC, para
proporcionar un recuento de plaquetas corregido. Diversas técnicas usadas para obtener un recuento de plaguetas
corregido pueden usar diferentes maneras para calcular el nUmero de plaquetas que se producen en una agregacion
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individual. Por ejemplo, algunos métodos pueden implicar calcular el nimero promedio de plaquetas por agregacion.
Otros métodos pueden implicar calcular el niumero méas probable de plaquetas en una agregacion para diferentes
tamafios de agregacion basandose en una distribucion de la probabilidad, y sumar todo el intervalo de tamafios de
agregacion para obtener el resultado.

Pueden evaluarse muestras de sangre de pacientes que estan al cuidado de un médico usando un sistema de
hematologia que estd4 equipado para obtener multiples parametros de deteccién de angulo de luz, tal como un
analizador de hematologia. Empleando las técnicas dadas a conocer en el presente documento, los hemopatélogos
y médicos pueden predecir mejor el pronéstico de la enfermedad para cada paciente individual, evaluar la
probabilidad de complicaciones futuras, y adaptar de manera rapida y precisa la terapia ofrecida a los pacientes.

El analizador de hematologia puede reconocer directamente caracteristicas morfolégicas indicativas de tipos de
componentes sanguineos tales como glébulos blancos, glébulos rojos y plaquetas. Tal como se comenta en otra
parte en el presente documento, esta tecnologia recopila simultaneamente datos sobre diversos parametros que
estan directamente correlacionados con la morfologia celular o ciertos acontecimientos celulares. A medida que se
analizan componentes celulares, pueden representarse graficamente en histogramas definiéndose su posicion
mediante diversos parametros. Por ejemplo, dado que agregaciones plaquetarias y otras particulas celulares pueden
tener diferentes caracteristicas, pueden representarse graficamente o segmentarse en diferentes regiones del
histograma, formando por tanto poblaciones celulares. El numero de acontecimientos en cada poblacién puede
usarse para generar un recuento. Ademas de tales recuentos, pueden calcularse por separado los valores de media
y desviacién estandar para los puntos de cada uno de diversos parametros morfoldgicos (volumen, conductividad y
cinco angulos de dispersion de la luz). Como resultado, se genera una gran cantidad de datos directamente
correlacionados con acontecimientos celulares. Esta informacion puede denominarse datos de VCS y puede
presentarse en la pantalla del instrumento, asi como exportarse automaticamente como archivo Excel. Realizaciones
de la presente invencion pueden incluir evaluar una muestra biolégica de un individuo obteniendo un perfil para la
muestra biolégica que implica datos de VCS, opcionalmente en combinacién con datos de CBC, y asignar un
parametro de plaquetas tal como un recuento de plaquetas o recuento de agregaciones plaquetarias a la muestra
biolégica basandose en los datos. Determinadas realizaciones también pueden incluir emitir una indicacién de
recuento relacionada con plaguetas. Una o mas de estas etapas pueden realizarse por un analizador de
hematologia.

Realizaciones de la presente invencion proporcionan resultados de examen de plaquetas rapidos y precisos. Usando
los enfoques dados a conocer en el presente documento, es posible evaluar y predecir una condicién de plaquetas
en un individuo, usando informacién obtenida a partir de un sistema de andlisis celular de multiples parametros. Tal
como se da a conocer en el presente documento, sistemas de andlisis celular a modo de ejemplo pueden medir
simultaneamente parametros tales como volumen, conductividad y/o multiples angulos de dispersion de la luz. Tales
sistemas proporcionan un alto grado de resolucion y sensibilidad para implementar técnicas de analisis celular. En
algunos casos, los sistemas de analisis celular detectan dispersién de la luz en tres, cuatro, cinco o mas intervalos
angulares. Adicionalmente, los sistemas de analisis celular también pueden detectar sefiales a un angulo de entre 0°
y aproximadamente 12 a partir de la luz incidente, que corresponde a un parametro de extinciéon de la luz conocido
como pérdida de luz axial. Como ejemplo no limitativo, un analizador de hematologia proporciona datos de deteccién
de dispersion de la luz para mdltiples angulos (por ejemplo entre 0° - 0,5° para AL2, aproximadamente 5,1° para
LALS, entre 9° - 19° para LMALS, y entre 20° - 43° para UMALS). Estas técnicas permiten un diagnéstico y
tratamiento rapidos y precisos de pacientes que tienen parametros de plaquetas anémalos, particularmente en
situaciones en las que no estan facilmente disponibles pruebas mas modernas.

Tales instrumentos de analisis de hematologia pueden evaluar mas de 8.000 células en cuestién de segundos, y las
caracteristicas morfolégicas de volumen celular, granularidad citoplasmatica, complejidad nuclear y densidad interna
pueden evaluarse de manera cuantitativa. Pueden generarse reglas de decision numéricas y usarse para
implementar estrategias para predecir un estado o estatus de condicion de plaquetas en un individuo. Por ejemplo,
un estado o estatus de condicidn de plaguetas puede estar asociado con un recuento de plaquetas para el individuo,
opcionalmente ajustado mediante un recuento estimado para plaquetas presentes en agregaciones. En algunos
casos, el estado o la condicion de plaquetas puede referirse a un recuento de plaguetas calculado o recuento de
plaquetas total (corregido) para el individuo.

Por tanto, en el presente documento se describen sistemas y métodos para el diagndéstico o la monitorizaciéon de
condiciones asociadas con plaquetas usando modelos de mudltiples pardmetros para la clasificacion de
enfermedades. Pueden analizarse patrones de cambio morfolégico combinando informacion a partir de diversos
parametros medidos. Estos sistemas y métodos son muy adecuados para su uso en el andlisis de parametros de
plaquetas para evaluar trastornos o condiciones asociados con recuentos de plaquetas inferiores a lo normal (por
ejemplo trombocitopenia) tales como coagulacién intravascular diseminada (DIC), anemia hemolitica,
hiperesplenismo, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), leucemia, purpura trombocitopénica trombética (TTP),
enfermedad celiaca y deficiencia de vitamina K, asi como trastornos o condiciones asociados con recuentos de
plaquetas superiores a lo normal (por ejemplo trombocitosis) tales como anemia, leucemia mielégena crénica (CML),
policitemia vera, y trombocitemia primaria. También pueden usarse sistemas y métodos de andlisis de plaquetas tal
como se dan a conocer en el presente documento para proporcionar indicadores de recuperacion de médula en
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pacientes después de quimioterapia y trasplante de células madre.

En un aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas y métodos para estimar un recuento de
plaguetas en un individuo basandose en una muestra biolégica obtenida a partir de sangre del individuo. Los
sistemas a modo de ejemplo incluyen un elemento éptico que tiene una zona de interrogacion de células, una
trayectoria de flujo configurada para suministrar una corriente hidrodindmicamente enfocada de la muestra biolégica
hacia la zona de interrogacion de células, un conjunto de electrodo configurado para medir la impedancia de
corriente continua (CC) de células de la muestra bioldégica que pasan de manera individual a través de la zona de
interrogacion de células, una fuente de luz orientada para dirigir un haz de luz a lo largo de un eje de haz para
irradiar las células de la muestra biolégica que pasan de manera individual a través de la zona de interrogacion de
células, y un conjunto de deteccién de luz épticamente acoplado a la zona de interrogacion de células para medir luz
dispersada por, y transmitida a través de, las células irradiadas de la muestra bioldgica. Segun algunas
realizaciones, el conjunto de deteccion de luz esta configurado para medir una primera luz propagada a partir de las
células irradiadas dentro de un primer intervalo de con respecto al eje de haz de luz, una segunda luz propagada a
partir de las células irradiadas dentro de un segundo intervalo de angulos con respecto al eje de haz de luz, en el
que el segundo intervalo es diferente del primer intervalo, y una luz axial propagada a partir de las células irradiadas
a lo largo del eje de haz. En determinadas realizaciones, el sistema estd configurado para correlacionar un
subconjunto de medidas de impedancia de CC, la primera luz propagada, la segunda luz propagada y la luz axial a
partir de las células de la muestra bioldgica con una estimacién de un recuento de plaquetas en el individuo. Tal
como se define en las reivindicaciones, la estimacion del recuento de plaquetas en el individuo incluye un recuento
de plaquetas corregido basandose en un recuento de plaguetas observadas y un recuento de plaquetas agregadas
perdidas calculado. El recuento de plaquetas agregadas perdidas calculado puede basarse en el subconjunto de
medidas, y el subconjunto de medidas puede obtenerse mediante un moédulo de glébulos rojos nucleados. En
algunos casos, el recuento de plaquetas observadas se basa en datos obtenidos a partir de un médulo de
hemograma completo. En algunos casos, la estimacién del recuento de plaquetas en el individuo incluye un recuento
de plaguetas estimado basado en un recuento de plaquetas observadas y un recuento de plaquetas agregadas
perdidas calculado. En algunos casos, la medida de CC se obtiene mediante un moédulo de glébulos rojos
nucleados, y el sistema esta configurado para correlacionar la medida de impedancia de CC con la estimacion del
recuento de plaquetas del individuo. En algunos casos, la estimacion del recuento de plaquetas en el individuo
incluye un recuento de plaquetas estimado basado en un recuento de plaguetas observadas y un recuento de
plaquetas agregadas perdidas calculado. El recuento de plaquetas observadas puede basarse en datos obtenidos a
partir de un médulo de hemograma completo, y el recuento de plaquetas agregadas perdidas calculado puede
basarse en datos obtenidos a partir de un médulo de glébulos rojos nucleados. En algunos casos, el sistema incluye
el médulo de hemograma completo. En algunos casos, la medida de impedancia de CC se obtiene mediante un
médulo de glébulos rojos nucleados, y el sistema esta configurado para correlacionar la medida de impedancia de
CC con la estimacion del recuento de plaquetas del individuo. En algunos casos, una medida de luz del subconjunto
se obtiene mediante un mddulo de glébulos rojos nucleados, y el sistema esta configurado para correlacionar la
medida de luz obtenida mediante el mddulo de glébulos rojos nucleados con la estimacién del recuento de plaquetas
del individuo. En algunos casos, una medida de luz del subconjunto se obtiene mediante un médulo de glébulos
rojos nucleados, la medida de impedancia de CC se obtiene mediante un mddulo de glébulos rojos nucleados, y el
sistema esta configurado para correlacionar la medida de impedancia de CC obtenida mediante el m6dulo de
gloébulos rojos nucleados, la medida de luz obtenida mediante el médulo de glébulos rojos nucleados, y un recuento
de plaquetas obtenido mediante un médulo de hemograma completo con la estimacién del recuento de plaquetas del
individuo, en el que el estatus de plaquetas corresponde a un recuento de plaquetas corregido. En algunos casos, la
medida de luz del subconjunto obtenida mediante el médulo de glébulos rojos nucleados incluye una medida de
dispersion de la luz a angulo inferior rotada (RLALS), una medida de dispersion de la luz a angulo medio inferior
extendido (ELMALS), una medida de dispersién de la luz a angulo medio superior rotada (RUMALS) o una medida
de pérdida de luz axial (ALL). En algunos casos, la muestra bioldgica incluye una muestra de sangre del individuo.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas y métodos para estimar un recuento de
plaguetas en un individuo basandose en una muestra biol6gica obtenida a partir de sangre del individuo. Los
métodos a modo de ejemplo incluyen suministrar una corriente hidrodinamicamente enfocada de la muestra
biolégica hacia una zona de interrogacion de células de un elemento éptico, medir, con un conjunto de electrodo,
impedancia de corriente (CC) de células de la muestra biolégica que pasan de manera individual a través de la zona
de interrogacion de células, irradiar, con un haz electromagnético que tiene un eje, células de la muestra biolégica
que pasan de manera individual a través de la zona de interrogacion de células, medir, con un conjunto de deteccién
de luz, una primera luz propagada a partir de las células irradiadas dentro de un primer intervalo de con respecto al
eje de haz, medir, con el conjunto de deteccion de luz, una segunda luz propagada a partir de las células irradiadas
dentro de un segundo intervalo de angulos con respecto al eje de haz, siendo el segundo intervalo diferente del
primer intervalo, medir, con el conjunto de deteccion de luz, luz axial propagada a partir de las células irradiadas a lo
largo del eje de haz, y correlacionar un subconjunto de medidas de impedancia de CC, la primera luz propagada, la
segunda luz propagada y la luz axial a partir de las células de la muestra biolégica con un recuento de plaguetas
estimado del individuo. Tal como se define en las reivindicaciones, el estatus de plaquetas estimado en el individuo
incluye un recuento de plaquetas corregido basandose en un recuento de plaguetas observadas y un recuento de
plaquetas agregadas perdidas calculado, en el que el recuento de plaquetas agregadas perdidas calculado se basa
en el subconjunto de medidas, y en el que el subconjunto de medidas se obtiene mediante un modulo de glébulos
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rojos nucleados.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan sistemas y métodos para evaluar una muestra
biolégica de un individuo. Los métodos a modo de ejemplo incluyen obtener un perfil de datos de propagacién de la
luz actual para la muestra bioldgica, asignar una indicacion de recuento de plaquetas a la muestra biologica
basandose en el perfil de datos de propagacion de la luz actual, y emitir la indicacion de recuento de plaquetas
asignada. Tal como se define en las reivindicaciones, la indicacién de recuento de plaquetas incluye un recuento de
plaguetas corregido basandose en un recuento de plaquetas observadas y un recuento de plaquetas agregadas
perdidas calculado, en el que el recuento de plaquetas agregadas perdidas calculado se basa en el perfil de datos
de propagacion de la luz actual, y en el que el perfil de datos de propagacién de la luz actual se obtiene mediante un
médulo de glébulos rojos nucleados.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan sistemas y métodos automatizados para estimar un
recuento de plaquetas de un individuo basandose en una muestra bioldgica obtenida a partir del individuo. Los
sistemas a modo de ejemplo incluyen un conducto configurado para recibir y dirigir el movimiento de la muestra
biol6gica a través de una abertura, un dispositivo de medicién de dispersion y absorcién de la luz configurado para
emitir luz a través de la muestra biolégica a medida que se mueve a través de la abertura y recopilar datos
referentes a la dispersion y absorcion de la luz, y un dispositivo de medicion de corriente configurado para hacer
pasar una corriente eléctrica a través de la muestra bioldgica a medida que se mueve a través de la abertura y
recopilar datos referentes a la corriente eléctrica. En determinadas realizaciones, el sistema esta configurado para
correlacionar los datos referentes a la dispersion y absorcion de la luz y los datos referentes a la corriente eléctrica
con un recuento de plagquetas estimado del individuo. Tal como se define en las reivindicaciones, el recuento de
plaguetas estimado del individuo incluye un recuento de plaquetas corregido basandose en un recuento de
plaguetas observadas y un recuento de plaguetas agregadas perdidas calculado, en el que el recuento de plaquetas
agregadas perdidas calculado se basa en los datos referentes a la dispersion y absorciéon de la luz y los datos
referentes a la corriente eléctrica, y en el que los datos referentes a la dispersion y absorcion de la luz y los datos
referentes a la corriente eléctrica se obtienen mediante un médulo de glébulos rojos nucleados.

Algunas realizaciones de la presente invencion abarcan sistemas y métodos automatizados para estimar un estatus
de plaquetas de un individuo basandose en una muestra biolégica obtenida a partir del individuo. Los sistemas a
modo de ejemplo incluyen un medio de almacenamiento, un procesador y un transductor para obtener datos de
dispersion de la luz, datos de absorcion de la luz y datos de corriente para la muestra biolégica a medida que la
muestra pasa a través de una abertura, un medio de almacenamiento. Segun la invencién, el medio de
almacenamiento incluye una aplicacién informatica que puede estar configurada, cuando se ejecuta por el
procesador, para hacer que el sistema use los datos de dispersién de la luz, los datos de absorcién de la luz, los
datos de corriente o una combinacion de los mismos, para determinar un recuento de plaguetas estimado del
individuo, y para emitir a partir del procesador informacion relacionada con el recuento de plaguetas estimado. Tal
como se define en las reivindicaciones, el recuento de plaquetas estimado del individuo incluye un recuento de
plaguetas corregido basandose en un recuento de plaquetas observadas y un recuento de plaquetas agregadas
perdidas calculado, en el que el recuento de plaquetas agregadas perdidas calculado se basa en los datos de
corriente, y en el que los datos de corriente se obtienen mediante un médulo de glébulos rojos nucleados.

En todavia otro aspecto, realizaciones de la presente invenciéon abarcan sistemas y métodos automatizados para
estimar un recuento de plaquetas de un individuo basadndose en una muestra biolégica obtenida a partir del
individuo. Los sistemas a modo de ejemplo incluyen un medio de almacenamiento, un procesador y un transductor
para obtener datos de propagacion de la luz actuales para la muestra biolégica a medida que la muestra pasa a
través de una abertura. El medio de almacenamiento incluye una aplicacion informatica que puede estar
configurada, cuando se ejecuta por el procesador, para hacer que el sistema use los datos de propagacién de la luz
actuales para determinar un recuento de plaquetas estimado del individuo tal como se define en las reivindicaciones,
y para emitir a partir del procesador informacion relacionada con el recuento de plaquetas estimado.

En el presente documento también se describen sistemas y métodos para identificar si un individuo puede tener un
estatus de plaquetas anémalo basandose en una muestra bioldgica obtenida a partir del individuo. Los sistemas a
modo de ejemplo incluyen un medio de almacenamiento, un procesador y un transductor para obtener datos de
dispersion de la luz, datos de absorcion de la luz y datos de corriente para la muestra biolégica a medida que la
muestra pasa a través de una abertura. En determinadas realizaciones, el medio de almacenamiento incluye una
aplicacién informatica que esta configurada, cuando se ejecuta por el procesador, para hacer que el sistema use un
parametro, que se basa en una o mas medidas de los datos de dispersion de la luz, datos de absorcién de la luz o
datos de corriente, para determinar un estatus de plaquetas estimado del individuo, y para emitir a partir del
procesador informacion de plaquetas relacionada con el estatus de plaquetas estimado del individuo.

En el presente documento también se describen sistemas y métodos para evaluar una muestra bioldgica obtenida a
partir de un individuo. Los métodos a modo de ejemplo incluyen hacer pasar la muestra bioldgica a través de una
abertura de un sistema de andlisis de particulas, obtener datos de dispersion de la luz, datos de absorcién de la luz 'y
datos de corriente para la muestra biolégica a medida que la muestra pasa a través de la abertura, determinar un
perfil de datos de propagacion de la luz actual para la muestra biolégica basandose en los datos de dispersion de la
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luz, los datos de absorcion de la luz, los datos de corriente 0 una combinacion de los mismos, asignar una indicacion
de estatus de plaquetas a la muestra biol6gica basandose en el perfil de datos de propagacién de la luz actual, y
emitir la indicacion de estatus de plaguetas asignada.

En el presente documento también se describen sistemas y métodos automatizados para evaluar una muestra
biolégica de un individuo. Los métodos a modo de ejemplo incluyen obtener, usando un sistema de analisis de
particulas, datos de dispersion de la luz, datos de absorcion de la luz y datos de corriente para la muestra biologica a
medida que la muestra pasa a través de una abertura, determinar un perfil de datos de propagacién de la luz actual
para la muestra biol6gica basandose en resultados de ensayo obtenidos a partir del sistema de analisis de
particulas, determinar, usando un sistema informatico, un estatus de plaquetas estimado para el individuo segun un
parametro, en el que el parametro se basa en una medida de datos de propagacion de la luz actual del perfil de
datos de propagacién de la luz actual, y emitir el estatus de plaquetas estimado.

Tal como se define en las reivindicaciones, la presente invencion se refiere a sistemas y métodos automatizados
para estimar un recuento de plaquetas de un individuo. Los sistemas incluyen un medio de almacenamiento y un
procesador. El medio de almacenamiento incluye una aplicacion informatica que puede estar configurada, cuando se
ejecuta por el procesador, para hacer que el sistema acceda a informacion referente a una muestra biolégica del
individuo, incluyendo informacién relacionada al menos en parte con una medida de pérdida de luz axial de la
muestra, una medida de dispersion de la luz de la muestra, una medida de corriente de la muestra o una
combinacion de dos o mas de las mismas, y use la informacién relacionada al menos en parte con la medida de
pérdida de luz axial, la pluralidad de medidas de dispersion de la luz, la medida de corriente o la combinacién de las
mismas, para determinar un recuento de plaquetas estimado del individuo tal como se define en las reivindicaciones.
La aplicacion informatica también puede estar configurada, cuando se ejecuta por el procesador, para hacer que el
sistema emita a partir del procesador informacién relacionada con el recuento de plaquetas estimado. En
determinadas realizaciones, la medida de corriente comprende una medida de corriente de baja frecuencia de la
muestra. En determinadas realizaciones, la medida de dispersion de la luz incluye una medida de dispersion de la
luz a angulo bajo, una medida de dispersién de la luz a &ngulo medio inferior, una medida de dispersién de la luz a
angulo medio superior o una combinacion de dos o mas de las mismas. En determinadas realizaciones, un sistema
puede incluir una fuente de haz electromagnético y un conjunto de sensor fotoeléctrico, en el que el conjunto de
sensor fotoeléctrico se usa para obtener la medida de pérdida de luz axial. En determinadas realizaciones, un
sistema puede incluir una fuente de haz electromagnético y un conjunto de sensor fotoeléctrico, en el que el conjunto
de sensor fotoeléctrico se usa para obtener la medida de dispersion de la luz. En determinadas realizaciones, un
sistema puede incluir una fuente de haz electromagnético y un conjunto de electrodo, en el que el conjunto de
electrodo se usa para obtener la medida de corriente.

En otras realizaciones de la presente invencion el medio de almacenamiento puede incluir una aplicacion informatica
que esta configurada, cuando se ejecuta por el procesador, para hacer que el sistema acceda a datos de
propagacion de la luz actuales referentes a una muestra bioldgica del individuo, use los datos de propagacién de la
luz actuales para determinar un recuento de plaquetas estimado del individuo tal como se define en las
reivindicaciones, y emita a partir del procesador informacion relacionada con el recuento de plaquetas estimado. En
determinadas realizaciones, el procesador esta configurado para recibir los datos de propagacion de la luz actuales
como entrada. En determinadas realizaciones, el procesador, el medio de almacenamiento, o ambos, estan
incorporados dentro de una maquina de hematologia. En determinadas realizaciones, la maquina de hematologia
genera los datos de propagacion de la luz actuales. En determinadas realizaciones, el procesador, el medio de
almacenamiento, o ambos, estan incorporados dentro de un ordenador, y el ordenador esta en comunicacion con
una maquina de hematologia. En determinadas realizaciones, la maquina de hematologia genera la propagacién de
la luz actual. En determinadas realizaciones, el procesador, el medio de almacenamiento, o ambos, estan
incorporados dentro de un ordenador, y el ordenador esta en comunicacién remota con una maquina de hematologia
a través de una red. En determinadas realizaciones, la maquina de hematologia genera los datos de propagacion de
la luz actuales. En determinadas realizaciones, los datos de propagacion de la luz actuales incluyen una medida de
pérdida de luz axial de la muestra, una medida de dispersién de la luz de la muestra, una medida de corriente de la
muestra o una combinacion de las mismas.

En el presente documento también se describen sistemas y métodos automatizados para evaluar el estatus
fisiolégico de un individuo. Los sistemas a modo de ejemplo incluyen un medio de almacenamiento y un procesador.
El medio de almacenamiento puede incluir una aplicacion informatica que esta configurada, cuando se ejecuta por el
procesador, para hacer que el sistema acceda a datos de propagacién de la luz actuales referentes a una muestra
bioldgica del individuo, y use un parametro, que se basa en una medida de los datos de propagacion de la luz
actuales, para determinar el estatus fisiol6gico del individuo, en el que el estatus fisiolégico determinado proporciona
una indicacion de si el individuo tiene un estatus de plaquetas normal. La aplicacién informatica también puede estar
configurada, cuando se ejecuta por el procesador, para hacer que el sistema emita a partir del procesador
informacién relacionada con el estatus fisioldgico del individuo.

En el presente documento también se describen sistemas y métodos para identificar si un individuo puede tener un

estatus de plaquetas andémalo a partir de datos de sistema de hematologia. Los sistemas a modo de ejemplo
incluyen un medio de almacenamiento y un procesador. El medio de almacenamiento puede incluir una aplicacion
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informatica que esté configurada, cuando se ejecuta por el procesador, para hacer que el sistema acceda a datos de
propagacion de la luz actuales de hematologia referentes a una muestra de sangre del individuo, y use un
parametro, que se basa en una medida de los datos de propagacién de la luz actuales de hematologia, para
determinar un estatus de plaquetas estimado del individuo. La aplicaciéon informatica también puede estar
configurada, cuando se ejecuta por el procesador, para hacer que el sistema emita a partir del procesador
informacién de plaquetas relacionada con el estatus de plaquetas estimado del individuo.

En el presente documento también se describen sistemas y métodos para evaluar una muestra bioldégica de un
individuo. Los métodos a modo de ejemplo incluyen determinar un perfil de datos de propagacién de la luz actual
para la muestra biolégica basandose en resultados de ensayo obtenidos a partir de un sistema de andlisis de
particulas que analiza la muestra, y determinar, usando un sistema informatico, un estatus fisiolégico para el
individuo segin un paradmetro, en el que el parametro se basa en una funcion de una medida de datos de
propagacion de la luz actual del perfil de datos de propagacién de la luz actual, y en el que el estatus fisiolégico
proporciona una indicacién de si el individuo tiene un estatus de plaquetas normal. Los métodos también pueden
incluir emitir el estatus fisiolégico.

En el presente documento también se describen sistemas y métodos para determinar un régimen de tratamiento
para un paciente. Los métodos a modo de ejemplo incluyen acceder a un perfil de datos de propagacion de la luz
actual referente a una muestra biolégica del paciente, y determinar, usando un sistema informatico, un estatus de
plaguetas estimado para el paciente basandose en el perfil de datos de propagacién de la luz actual. Los métodos
también pueden incluir determinar el régimen de tratamiento para el paciente basandose en el estatus de plaquetas
estimado. Algunos métodos pueden incluir administrar el régimen de tratamiento al paciente. En determinadas
realizaciones, el estatus de plaquetas estimado puede incluir una indicacién positiva para una enfermedad
relacionada con plaquetas.

En el presente documento también se describen sistemas y métodos para determinar un régimen de tratamiento
para un individuo. Los métodos a modo de ejemplo pueden incluir acceder a un perfil de datos de propagacion de la
luz actual referente a una muestra biolégica del individuo, y determinar, usando un sistema informatico, un estatus
fisiolégico para el individuo segun un parametro, en los que el pardmetro se basa en una medida de datos de
propagacion de la luz actual del perfil de datos de propagacion de la luz actual, y en los que el estatus fisiolégico
corresponde a un estatus de plaquetas estimado. Los métodos a modo de ejemplo también pueden incluir
determinar el régimen de tratamiento para el individuo basandose en el estatus fisiolégico para el individuo.

Los sistemas a modo de ejemplo de la presente invencion pueden incluir un elemento 6ptico que tiene una zona de
interrogacion de células, una trayectoria de flujo configurada para suministrar una corriente hidrodinamicamente
enfocada de la muestra biolégica hacia la zona de interrogacion de células, un conjunto de electrodo configurado
para medir la impedancia de corriente continua (CC) de células de la muestra biolégica que pasan de manera
individual a través de la zona de interrogacion de células, una fuente de luz orientada para dirigir un haz de luz a lo
largo de un eje de haz para irradiar las células de la muestra biolégica que pasan de manera individual a través de la
zona de interrogacién de células, y un conjunto de deteccion de luz 6pticamente acoplado a la zona de interrogacion
de células. En determinadas realizaciones, el conjunto de deteccidén de luz puede incluir una primera regién de
sensor dispuesta en una primera ubicacién con respecto a la zona de interrogacion de células que detecta una
primera luz propagada, una segunda regién de sensor dispuesta en una segunda ubicacién con respecto a la zona
de interrogacién de células que detecta una segunda luz propagada, y una tercera region de sensor dispuesta en
una tercera ubicacion con respecto a la zona de interrogacién de células que detecta una luz propagada axial. En
determinadas realizaciones, el sistema esta configurado para correlacionar un subconjunto de medidas de
impedancia de CC, la primera luz propagada, la segunda luz propagada y la luz axial a partir de las células de la
muestra biolégica con un recuento de plaguetas estimado del individuo.

Los sistemas a modo de ejemplo de la presente invencion pueden incluir un elemento 6ptico que tiene una zona de
interrogacion de células, una trayectoria de flujo configurada para suministrar una corriente hidrodindmicamente
enfocada de la muestra biolégica hacia la zona de interrogacion de células, un conjunto de electrodo configurado
para medir la impedancia de corriente continua (CC) de células de la muestra biolégica que pasan de manera
individual a través de la zona de interrogacion de células, una fuente de luz orientada para dirigir un haz de luz a lo
largo de un eje de haz para irradiar las células de la muestra biolégica que pasan de manera individual a través de la
zona de interrogacién de células, y un conjunto de deteccion de luz 6pticamente acoplado a la zona de interrogacion
de células para medir luz dispersada por, y transmitida a través de, las células irradiadas de la muestra biolégica. El
conjunto de deteccion de luz puede estar configurado para medir una primera luz propagada a partir de las células
irradiadas dentro de un primer intervalo de con respecto al eje de haz de luz, una segunda luz propagada a partir de
las células irradiadas dentro de un segundo intervalo de angulos con respecto al eje de haz de luz, siendo el
segundo intervalo diferente del primer intervalo, y una luz axial propagada a partir de las células irradiadas a lo largo
del eje de haz. En determinadas realizaciones, el sistema esta configurado para correlacionar un subconjunto de
medidas de plaquetas de hemograma completo a partir de las células de la muestra biolégica combinado con el
subconjunto de medidas de impedancia de CC, la primera luz propagada, la segunda luz propagada y la luz axial
con la estimacion del estatus de plaquetas en el individuo. En algunos casos, el conjunto de deteccién de luz incluye
una primera zona de sensor que mide la primera luz propagada, una segunda zona de sensor que mide la segunda
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luz propagada, y una tercera zona de sensor que mide la luz propagada axial. En algunos casos, el conjunto de
deteccion de luz incluye un primer sensor que mide la primera luz propagada, un segundo sensor que mide la
segunda luz propagada y un tercer sensor que mide la luz propagada axial. En algunos casos, el sistema esta
configurado para correlacionar un subconjunto de medidas de hemograma completo a partir de las células de la
muestra biolégica combinado con el subconjunto de medidas de impedancia de CC, la primera luz propagada, la
segunda luz propagada y la luz axial con la estimacion del estatus de plaguetas en el individuo. En algunos casos, la
muestra biolégica es una muestra de sangre del individuo.

Segun todos los aspectos de la presente invencion, los sistemas y métodos de hematologia para determinar un
recuento de plaquetas en una muestra biolégica incluyen un primer mddulo configurado para determinar un recuento
de agregaciones plaquetarias y un recuento de glébulos blancos, un segundo médulo configurado para determinar
un recuento de plaguetas observadas y una concentracién de glébulos blancos, y un médulo de procesamiento de
datos en conectividad con el primer médulo y el segundo médulo, en los que el médulo de procesamiento de datos
comprende un procesador y un medio tangible legible por ordenador, estando el medio legible por ordenador
programado con una aplicacion informatica que, cuando se ejecuta por el procesador, hace que el procesador
determine el recuento de plaquetas basandose en la suma del recuento de plaquetas observadas y un recuento de
plaquetas perdidas en los que el recuento de plaquetas perdidas incluye un producto de multiplicacion de un primer
factor y un segundo factor, en los que el primer factor se basa en una estimacion del numero total de células
plaquetarias que se producen en las agregaciones plaquetarias y el recuento de glébulos blancos, y el segundo
factor es la concentracién de glébulos blancos.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan sistemas segun el parrafo [0030], en los que el
primer médulo es un modulo de volumen, conductividad y dispersion (VCS).

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan sistemas segun el parrafo [0030] o [0031], en los
que el segundo médulo es un modulo de hemograma completo (CBC).

Segun todos los aspectos de la presente invencién el recuento de plaquetas es un recuento de plaguetas estimado
corregido.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas segun uno cualquiera de los parrafos
[0030] a [0033], en los que el primer médulo incluye un elemento Optico que tiene una zona de interrogaciéon de
células, una trayectoria de flujo configurada para suministrar una corriente hidrodinamicamente enfocada de la
muestra bioldgica hacia la zona de interrogacion de células, un conjunto de electrodo configurado para medir la
impedancia de corriente continua (CC) de células de la muestra biolégica que pasan de manera individual a través
de la zona de interrogacion de células, una fuente de luz orientada para dirigir un haz de luz a lo largo de un eje de
haz para irradiar las células de la muestra biolégica que pasan de manera individual a través de la zona de
interrogacion de células, un conjunto de deteccién de luz 6pticamente acoplado a la zona de interrogacion de células
para medir luz dispersada por, y transmitida a través de, las células irradiadas de la muestra biolégica. El conjunto
de deteccién de luz puede estar configurado para medir una primera luz propagada a partir de las células irradiadas
dentro de un primer intervalo de con respecto al eje de haz de luz, una segunda luz propagada a partir de las células
irradiadas dentro de un segundo intervalo de angulos con respecto al eje de haz de luz, en el que el segundo
intervalo es diferente del primer intervalo, y una luz axial propagada a partir de las células irradiadas a lo largo del
eje de haz.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas segun uno cualquiera de los parrafos
[0030] a [0034], en los que el segundo modulo incluye un primer bafio de abertura configurado para determinar el
recuento de plaguetas observadas, y un segundo bafio de abertura configurado para determinar la concentracion de
glébulos blancos.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas segun uno cualquiera de los parrafos
[0030] a [0035], en los que el primer bafio de abertura incluye un bafio de abertura de glébulos rojos y el segundo
bafio de abertura incluye un bafio de abertura de glébulos blancos.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas segun uno cualquiera de los parrafos
[0030] a [0036], en los que el primer médulo es un mddulo de glébulos rojos nucleados.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas segun uno cualquiera de los parrafos
[0030] a [0037], en los que la muestra bioldgica incluye una muestra de sangre de un individuo.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas segun uno cualquiera de los parrafos
[0030] a [0038], en los que el recuento de plaquetas perdidas incluye un producto de multiplicacién del primer factor,
el segundo factor y un tercer factor, y en los que el primer médulo esta configurado para determinar un volumen de
agregacion plaquetaria y el segundo mddulo esta configurado para determinar un volumen de plaqueta individual,
incluyendo el tercer factor una razén del volumen de agregacion plaquetaria con respecto al volumen de plagueta
individual, e incluyendo el primer factor una razén de la estimacién del numero total de células plaquetarias que se
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producen en agregaciones plaquetarias con respecto al recuento de glébulos blancos.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas segun uno cualquiera de los parrafos
[0030] a [0039], en los que el primer moédulo estd configurado para determinar el recuento de agregaciones
plaguetarias basandose en una medida de luz que incluye una medida de dispersion de la luz a angulo inferior
rotada (RLALS), una medida de dispersion de la luz a angulo medio inferior extendido (ELMALS), una medida de
dispersion de la luz a angulo medio superior rotada (RUMALS), una medida de pérdida de luz axial (ALL) o cualquier
combinacion de las mismas.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas segun uno cualquiera de los parrafos
[0030] a [0036], en los que el mddulo de procesamiento de datos esta configurado para determinar un ndmero
respectivo de células plaquetarias para cada agregacion plaquetaria basandose en una funcion de distribucién de la
probabilidad y para determinar un nimero total de células plaquetarias que se producen en agregaciones
plaguetarias basandose en una suma de los nameros respectivos de células plaquetarias para cada agregacion
plaquetaria, y en los que el primer factor incluye una razén del nimero total de células plaquetarias que se producen
en agregaciones plaquetarias con respecto al recuento de glébulos blancos.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan sistemas segun el parrafo [0041], en los que el
namero respectivo de células plaquetarias para cada agregacion plaquetaria se basa en una estimaciéon de la
probabilidad maxima.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan sistemas segin [0040] o [0041], en los que el primer
médulo esta configurado para determinar el recuento de agregaciones plaquetarias basandose en una medida de
impedancia de corriente (CC).

Tal como se define en las reivindicaciones, los métodos automatizados de la invencion incluyen determinar, usando
un primer modulo, un recuento de agregaciones plaquetarias y un recuento de glébulos blancos, determinar, usando
un segundo médulo, un recuento de plaguetas observadas y una concentracién de glébulos blancos, y determinar,
usando un modulo de procesamiento de datos, el recuento de plaquetas basandose en la suma del recuento de
plaquetas observadas y un recuento de plaquetas perdidas. El recuento de plaquetas perdidas incluye un producto
de multiplicacién de un primer factor y un segundo factor, en el que el primer factor se basa en una estimacién del
nuamero total de células plaquetarias que se producen en las agregaciones plaquetarias y el recuento de glébulos
blancos, y el segundo factor es la concentracion de glébulos blancos, en el que ademas el médulo de procesamiento
de datos comprende un procesador y un medio tangible legible por ordenador que estd programado con una
aplicacién informatica que, cuando se ejecuta por el procesador, hace que el procesador determine el recuento de
plaquetas.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invenciéon abarcan métodos segun el parrafo [0044], en los que el
primer médulo es un modulo de volumen, conductividad y dispersion (VCS).

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan métodos segun el parrafo [0044] o [0045], en los
que el segundo médulo es un modulo de hemograma completo (CBC).

Segun todos los aspectos de la invencion el recuento de plaquetas es un recuento de plaquetas estimado corregido.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan métodos segin uno cualquiera de los parrafos
[0044] a [0047], en los que el procedimiento de determinar el recuento de agregaciones plaquetarias y el recuento de
glébulos blancos usando el primer médulo incluye suministrar una corriente hidrodinamicamente enfocada de la
muestra bioldgica hacia una zona de interrogacion de células de un elemento 6ptico, medir, con un conjunto de
electrodo, impedancia de corriente (CC) de células de la muestra bioldgica que pasan de manera individual a través
de la zona de interrogacion de células, irradiar, con un haz de luz que tiene un eje, células de la muestra bioldgica
que pasan de manera individual a través de la zona de interrogacion de células, medir, con un conjunto de deteccién
de luz, una primera luz propagada a partir de las células irradiadas dentro de un primer intervalo de con respecto al
eje de haz, medir, con el conjunto de deteccion de luz, una segunda luz propagada a partir de las células irradiadas
dentro de un segundo intervalo de angulos con respecto al eje de haz, en los que el segundo intervalo es diferente
del primer intervalo, y medir, con el conjunto de deteccién de luz, luz axial propagada a partir de las células
irradiadas a lo largo del eje de haz.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan métodos segun uno cualquiera de los parrafos
[0044] a [0048], en los que el procedimiento de determinar el recuento de plaquetas observadas y la concentracion
de glébulos blancos usando el segundo médulo incluye analizar la muestra biolégica con un primer bafio de abertura
configurado para determinar el recuento de plaquetas observadas, y con un segundo bano de abertura configurado
para determinar la concentracion de globulos blancos.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan métodos segun uno cualquiera de los parrafos
[0044] a [0049], en los que el primer bafio de abertura incluye un bafo de abertura de glébulos rojos y el segundo
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bafio de abertura incluye un bafio de abertura de glébulos blancos.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan métodos segin uno cualquiera de los parrafos
[0044] a [0050], en los que el primer médulo es un médulo de glébulos rojos nucleados.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan métodos segin uno cualquiera de los parrafos
[0044] a [0051], en los que la muestra biolégica comprende una muestra de sangre de un individuo.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan métodos segun uno cualquiera de los parrafos
[0044] a [0052], incluyendo los métodos ademas el procedimiento de determinar un volumen de agregacion
plaquetaria usando el primer médulo y un volumen de plaqueta individual usando el segundo médulo, en los que el
recuento de plagquetas perdidas incluye un producto de multiplicacion del primer factor, el segundo factor y un tercer
factor, en los que el tercer factor incluye una razén del volumen de agregacion plaquetaria con respecto al volumen
de plaqueta individual, y en los que el primer factor incluye una razén de la estimacién del nimero total de células
plaquetarias que se producen en agregaciones plaquetarias con respecto al recuento de glébulos blancos.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan métodos segun uno cualquiera de los parrafos
[0044] a [0053], en los que el primer modulo estd configurado para determinar el recuento de agregaciones
plaquetarias basandose en una medida de luz que incluye una medida de dispersion de la luz a angulo inferior
rotada (RLALS), una medida de dispersion de la luz a angulo medio inferior extendido (ELMALS), una medida de
dispersion de la luz a angulo medio superior rotada (RUMALS), una medida de pérdida de luz axial (ALL) o cualquier
combinacion de las mismas.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan métodos segun uno cualquiera de los parrafos
[0044] a [0052], en los que el m6dulo de procesamiento de datos determina un numero respectivo de células
plaquetarias para cada agregacion plaquetaria basandose en una funciéon de distribucion de la probabilidad y
determina un numero total de células plaquetarias que se producen en agregaciones plaquetarias basandose en una
suma de los nimeros respectivos de células plaquetarias para cada agregacion plaquetaria, y en los que el primer
factor incluye una razén del numero total de células plaguetarias que se producen en agregaciones plaquetarias con
respecto al recuento de glébulos blancos.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencion abarcan métodos segun el parrafo [0055], en los que el
médulo de procesamiento de datos determina el nimero respectivo de células plaquetarias para cada agregacion
plaquetaria basandose en una estimacion de la probabilidad maxima.

En otro aspecto, realizaciones de la presente invencién abarcan métodos segun el parrafo [0055] o [0056], en los
que el primer médulo determina el acontecimiento de agregacion plaguetaria basandose en una medida de
impedancia de corriente (CC).

Las caracteristicas y ventajas relacionadas descritas anteriormente y muchas otras de realizaciones de la presente
invencion resultaran evidentes y se entenderan adicionalmente mediante referencia a la siguiente descripcion
detallada cuando se considera junto con los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A a 1C ilustran aspectos de recuento y analisis de plaquetas, segun realizaciones de la presente
invencion.

La figura 2 representa esquematicamente aspectos de un sistema de analisis celular, segun realizaciones de la
presente invencion.

La figura 3 proporciona un diagrama de bloques de sistema que ilustra aspectos de un sistema de analisis celular
segun realizaciones de la presente invencién.

La figura 4 ilustra aspectos de un sistema de andlisis celular automatizado para evaluar el estatus de plaquetas de
un individuo, segun realizaciones de la presente invencion.

La figura 4A muestra aspectos de un elemento 6ptico de un sistema de analisis celular, segun realizaciones de la
presente invencion.

La figura 5 representa aspectos de un método a modo de ejemplo para evaluar el estatus de plaquetas de un
individuo, segun realizaciones de la presente invencion.

La figura 6 proporciona un diagrama de bloques simplificado de un sistema de médulos a modo de ejemplo, segun
realizaciones de la presente invencion.
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La figura 7 representa una captura de pantalla a modo de ejemplo de una técnica de andlisis de recuento, segun
realizaciones de la presente invencion.

Las figuras 7A a 7J muestran esquematicamente aspectos de técnicas para obtener parametros de células
sanguineas, segun realizaciones de la presente invencion.

La figura 8 ilustra aspectos de un método para determinar informacion de estatus de plaquetas basandose en una
muestra biolégica obtenida a partir de un individuo, segun realizaciones de la presente invencion.

Las figuras 9, 10A y 10B muestran aspectos de sistemas y métodos de andlisis de células sanguineas segun
realizaciones de la presente invencion.

Descripcion detallada de la invencion

Con fines de explicacién, y en resumen breve, las realizaciones de la presente invencion abarcan sistemas y
métodos que implican el uso de un médulo de glébulos rojos nucleados (NRBC) en un analizador hematolégico para
obtener recuentos de plaquetas corregidos en cuanto a la agregacion plaquetaria. Un analizador celular
hematolégico a modo de ejemplo puede incluir una fuente de luz que produce un haz de luz dirigido, estrecho, hacia
una ventana en una celda de flujo. En diversas realizaciones no limitativas, la fuente de luz es un laser o un diodo de
laser, y un fluido portador porta células individuales a partir de una muestra de sangre a través de la celda de flujo
permitiendo asi que cada célula individual interaccione con el haz de luz. Puede usarse una pluralidad de sensores
fotoeléctricos ubicados adyacentes a la celda de flujo para registrar la intensidad de luz dispersada a diversos
angulos mediante células que pasan a través de la celda de flujo. En determinadas realizaciones, un sensor
fotoeléctrico esta posicionado directamente en la trayectoria del haz de luz, y tres grupos de sensores fotoeléctricos
estan posicionados para recopilar luz dispersada mediante las células a intervalos angulares predeterminados tal
como se mide a partir de la trayectoria del haz de luz. Pueden transmitirse sefales a partir de estos detectores a un
procesador, digitalizarse, analizarse y presentarse los resultados.

Segun algunas realizaciones, puede usarse un médulo de NRBC para analizar células sanguineas de una muestra
biolégica obtenida a partir de un individuo. Determinadas técnicas de procesamiento de NRBC implican diluir una
porcién de una muestra de sangre completa y tratar la dilucion con un reactivo de lisis que retira selectivamente
glébulos rojos no nucleados al tiempo que mantiene la integridad de NRBC, WBC y cualquier plaqueta o residuo
celular que pueda estar presente. También se comentan técnicas de procesamiento de NRBC a modo de ejemplo en
la patente estadounidense n.? 7.208.319.

Por tanto, en el presente documento se describen sistemas y métodos de hematologia configurados para evaluar
condiciones de estatus de plaquetas de un individuo, basandose en una muestra bioldgica obtenida a partir del
individuo. La figura 1A proporciona una microfotografia electrénica de barrido de células sanguineas, que incluye un
glébulo rojo (izquierda, eritrocito humano), plaqueta (parte central, trombocito) y glébulo blanco (derecha, leucocito).
Cada uno de estos tres tipos de células sanguineas se genera en la médula 6sea. Las plaquetas se derivan a partir
de megacariocitos, que son células grandes en la médula ésea. Los megacariocitos se extienden al interior de vasos
pequerios de la médula ésea, y fragmentos del citoplasma de megacariocitos se liberan para formar plaquetas
inmaduras. Las plaquetas maduran tras la liberacion en la circulacion sanguinea. Las plaquetas tienen un ciclo de
vida de aproximadamente 7-10 dias, y la formacién y sustitucién de plaquetas es un ciclo continuo. Las plaquetas
desempefian un papel importante en la hemostasia y formacién de coagulos.

La figura 1B proporciona una ilustracion esquematica de cuantas agregaciones pueden estar presentes o no en una
muestra biolégica. Por ejemplo, la muestra | no contiene ninguna agregacién plaquetaria, mientras que las
agregaciones plaquetarias estan presentes en la muestra Il. Tal como se muestra en este caso, pueden perderse
artefactos de agregacion en las mediciones de plaquetas cuando se analiza sangre con un sistema automatizado
(por ejemplo, sélo se detectan plaquetas no agregadas como tales mediante la maquina), proporcionando por tanto
un recuento impreciso, o requiriendo mediciones manuales que requieren mucho tiempo para obtener el recuento de
plaquetas verdadero.

Tal como se representa en la figura 1C, pueden evaluarse diversos parametros de plaquetas para evaluar el estatus
de plaguetas de un individuo. Por ejemplo, las técnicas de evaluacién a modo de ejemplo pueden implicar obtener
un recuento observado de plaquetas en la sangre, asi como un nimero estimado de plaquetas contenidas en
agregaciones dentro de la muestra. Por tanto, realizaciones de la presente invencidén abarcan sistemas y métodos
para enumerar y diferenciar plaquetas en una muestra de sangre usando un analizador de particulas. Los sistemas y
métodos de la invencién estiman un recuento de plaquetas corregido estimando nimeros de plaquetas contenidas
en agregaciones plaquetarias, y después anadiendo este valor estimado al nimero de plaquetas real contado con el
fin de obtener un recuento de plaquetas total (corregido). De manera relacionada, los sistemas y métodos de
hematologia comentados en el presente documento pueden evaluar si un individuo presenta parametros de
plaquetas normales o anémalos basandose en datos relacionados con ciertas medidas de impedancia,
conductividad y propagacién de la luz angular de una muestra bioldgica del individuo.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2772453 T3

Pueden usarse sistemas de andlisis celular que detectan dispersion de la luz a multiples angulos para analizar una
muestra bioldgica (por ejemplo una muestra de sangre) y emitir un recuento de plaquetas predicho de un individuo.
Los sistemas a modo de ejemplo estan equipados con conjuntos de sensor que obtienen datos de dispersion de la
luz para tres 0 mas intervalos angulares, ademas de datos de transmisién de la luz asociados con una medida de
extincion o pérdida de luz axial, y por tanto proporcionan resultados precisos, sensibles y de alta resolucion sin
requerir el uso de ciertas técnicas de colorante, anticuerpo o fluorescencia. En un caso, un analizador de
hematologia esta configurado para analizar una muestra biol6gica (por ejemplo una muestra de sangre) basandose
en multiples angulos de dispersion de la luz y emitir un recuento de plaquetas predicho de un individuo. El analizador
de hematologia incluye diversos modulos de procesamiento de canal que estan configurados para reconocer las
caracteristicas morfolégicas indicativas de componentes celulares dentro de la sangre. Por ejemplo, el analizador de
hematologia incluye un médulo de procesamiento de canal de NRBC que esta configurado para analizar ciertos
componentes de células sanguineas. El analizador de hematologia esta configurado para generar una cantidad
significativa de datos basandose en el analisis de la muestra, estos datos de este tipo, que se describen en detalle
en el presente documento, pueden denominarse datos de CBC o datos de VCS.

En algunas realizaciones, los datos de VCS se basan en la determinacién de diferentes parametros para cada célula
de la muestra analizada, correlacionandose tales parametros con la morfologia de cada célula. Especificamente, un
parametro de volumen correspondiente al tamafo de célula puede medirse directamente mediante impedancia.
Ademas, un parametro de conductividad correspondiente a la densidad celular interna puede medirse directamente
mediante la conduccién de ondas de radiofrecuencia a través de la célula. AUn mas, pueden medirse cinco angulos
(o intervalos de angulos) diferentes de dispersion de la luz correspondientes a la granularidad citoplasmatica y la
complejidad nuclear, por ejemplo, con diversos mecanismos de deteccion de luz.

La figura 2 representa esquematicamente un sistema 200 de analisis celular. Tal como se muestra en este caso, el
sistema 200 incluye un sistema 210 de preparacion, un moédulo 220 de transductor y un sistema 230 de andlisis.
Aunque el sistema 200 se describe en el presente documento a un nivel muy alto, con referencia a los tres bloques
(210, 220 y 230) de sistema principales, el experto en la técnica entendera facilmente que el sistema 200 incluye
muchos otros componentes de sistema tales como procesador(es) de control central(es), sistema(s) de
presentacién, sistema(s) fluidicos, sistema(s) de control de temperatura, sistema(s) de control de seguridad de
usuario y similares. En funcionamiento, puede presentarse una muestra 240 de sangre completa (WBS) al sistema
200 para su andlisis. En algunos casos, la WBS 240 se aspira al interior del sistema 200. El experto en la técnica
conoce técnicas de aspiracion a modo de ejemplo. Después de la aspiracién, la WBS 240 puede suministrarse a un
sistema 210 de preparacion. El sistema 210 de preparacion recibe la WBS 240 y puede realizar operaciones
implicadas en la preparacién de la WBS 240 para su medicion y analisis adicionales. Por ejemplo, el sistema 210 de
preparacion puede separar la WBS 240 para dar alicuotas predefinidas para su presentacion al modulo 220 de
transductor. El sistema 210 de preparacién también puede incluir camaras de mezclado de modo que pueden
anadirse reactivos apropiados a las alicuotas. Por ejemplo, cuando tiene que someterse a prueba una alicuota para
la diferenciacién de poblaciones de subconjuntos de glébulos blancos, puede afiadirse un reactivo de lisis (por
ejemplo ERYTHROLYSE, un tampdn de lisis de glébulos rojos) a la alicuota para descomponer y retirar los RBC. El
sistema 210 de preparacién también puede incluir componentes de control de temperatura para controlar la
temperatura de los reactivos y/o las camaras de mezclado. Los controles de temperatura apropiados pueden mejorar
la sistematicidad de las operaciones del sistema 210 de preparacion.

En algunos casos, pueden transferirse alicuotas predefinidas desde el sistema 210 de preparacion hasta el modulo
220 de transductor. Tal como se describe en mas detalle a continuacién, el médulo 220 de transductor puede
realizar mediciones de impedancia de corriente continua (CC), conductividad de radiofrecuencia (RF), transmision de
la luz y/o dispersion de la luz de células a partir de la WBS que pasa de manera individual a través del mismo. Los
parametros medidos de impedancia de CC, conductividad de RF y propagacion de la luz (por ejemplo transmision de
la luz, dispersion de la luz) pueden proporcionarse o transmitirse al sistema 230 de andlisis para el procesamiento de
datos. En algunos casos, el sistema 230 de andlisis puede incluir caracteristicas de procesamiento informatico y/o
uno o mas mddulos o componentes tales como los descritos en el presente documento con referencia al sistema
representado en la figura 6 y descrito adicionalmente a continuacion, que pueden evaluar los parametros medidos,
identificar y enumerar los constituyentes celulares de la sangre, y correlacionar un subconjunto de datos que
caracterizan elementos de la WBS con un estatus de plaquetas del individuo. Tal como se muestra en este caso, el
sistema 200 de andlisis celular puede generar o emitir un informe 250 que contiene el estatus de plaquetas predicho
y/o un régimen de tratamiento recomendado para el individuo. En algunos casos, el exceso de muestra bioldgica a
partir del médulo 220 de transductor puede dirigirse a un sistema 260 de residuos externo (o alternativamente
interno).

Los regimenes de tratamiento pueden implicar la administracion de uno o mas medicamentos o agentes terapéuticos
a un individuo con fines de abordar la condicién del paciente. Puede usarse cualquiera de una variedad de
modalidades terapéuticas para tratar a un individuo que se identifica como que tiene un recuento de plaquetas
andmalo tal como se describe en el presente documento.

La figura 3 ilustra en mas detalle un médulo de transductor y componentes asociados en mas detalle. Tal como se
muestra en este caso, el sistema 300 incluye un médulo 310 de transductor que tiene una fuente de luz o irradiacion
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tal como un laser 310 que emite un haz 314. El laser 312 puede ser, por ejemplo, un laser de estado soélido de
635 nm y 5 mW. En algunos casos, el sistema 300 puede incluir un sistema 320 de alineacién de enfoque que ajusta
el haz 314 de tal manera que un haz 322 resultante se enfoca y se posiciona en una zona 332 de interrogacién de
células de una celda 330 de flujo. En algunos casos, la celda 330 de flujo recibe una alicuota de muestra a partir de
un sistema 302 de preparaciéon. Tal como se describe en otra parte en el presente documento, pueden emplearse
diversos mecanismos y técnicas fluidicas para el enfoque hidrodinamico de la alicuota de muestra dentro de la celda
330 de flujo.

En algunos casos, la alicuota fluye generalmente a través de la zona 332 de interrogacion de células de tal manera
que sus constituyentes pasan a través de la zona 332 de interrogacion de células de uno en uno. En algunos casos,
un sistema 300 puede incluir una zona de interrogacion de células u otra caracteristica de un médulo de transductor
o instrumento de andlisis de sangre tal como los descritos en las patentes estadounidenses n.°® 5.125.737;
6.228.652; 7.390.662; 8.094.299 y 8.189.187. Por ejemplo, una zona 332 de interrogacién de células puede definirse
por una seccion transversal cuadrada que mide aproximadamente 50 x 50 micrometros, y que tiene una longitud
(medida en la direccion de flujo) de aproximadamente 65 micrometros. La celda 330 de flujo puede incluir un
conjunto de electrodo que tiene electrodos 334, 336 primero y segundo para realizar mediciones de impedancia de
CC y conductividad de RF de las células que pasan a través de la zona 332 de interrogacion de células. Pueden
transmitirse sefales a partir de los electrodos 334, 336 hasta el sistema 304 de andlisis. El conjunto de electrodo
puede analizar caracteristicas de volumen y conductividad de las células usando corriente de baja frecuencia y
corriente de alta frecuencia, respectivamente. Por ejemplo, pueden usarse medidas de impedancia de CC de baja
frecuencia para analizar el volumen de cada célula individual que pasa a través de la zona de interrogacion de
células. De manera relacionada, pueden usarse medidas de medidas de corriente de RF de alta frecuencia para
determinar la conductividad de células que pasan a través de la zona de interrogacién de células. Dado que las
paredes celulares actdan como conductores frente a la corriente de alta frecuencia, la corriente de alta frecuencia
puede usarse para detectar diferencias en las propiedades aislantes de los componentes celulares, a medida que la
corriente pasa a través de las paredes celulares y a través del interior de cada célula. Puede usarse corriente de alta
frecuencia para caracterizar constituyentes nucleares y granulares y la composicion quimica del interior de la célula.

El haz 322 incidente se desplaza a lo largo del eje de haz AX e irradia las células que pasan a través de la zona 332
de interrogacion de células, dando como resultado la propagacion de la luz dentro de un intervalo angular o (por
ejemplo dispersién, transmision) que emana a partir de la zona 332. Los sistemas a modo de ejemplo estan
equipados con conjuntos de sensor que pueden detectar luz dentro de tres, cuatro, cinco o mas intervalos angulares
dentro del intervalo angular a, incluyendo luz asociada con una medida de extincion o pérdida de luz axial tal como
se describe en otra parte en el presente documento. Tal como se muestra en este caso, la propagacién 340 de la luz
puede detectarse mediante un conjunto 350 de deteccion de luz, que tiene opcionalmente una unidad 350A de
detector de dispersion de la luz y una unidad 350B de detector de dispersion y transmision de la luz. En algunos
casos, la unidad 350A de detector de dispersion de la luz incluye una region fotoactiva o zona de sensor para
detectar y medir dispersion de la luz a angulo medio superior (UMALS), por ejemplo luz que se dispersa o se
propaga de otro modo a angulos con respecto a un eje de haz de luz dentro de un intervalo de desde
aproximadamente 20 hasta aproximadamente 42 grados. En algunos casos, UMALS corresponde a luz propagada
dentro de un intervalo angular de desde entre aproximadamente 20 y aproximadamente 43 grados, con respecto al
eje de haz incidente que irradia células que fluyen a través de la zona de interrogacion. La unidad 350A de detector
de dispersion de la luz también puede incluir una region fotoactiva o zona de sensor para detectar y medir dispersion
de la luz a angulo medio inferior (LMALS), por ejemplo luz que se dispersa o se propaga de otro modo a angulos con
respecto a un eje de haz de luz dentro de un intervalo de desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente
20 grados. En algunos casos, LMALS corresponde a luz propagada dentro de un intervalo angular de desde entre
aproximadamente 9 y aproximadamente 19 grados, con respecto al eje de haz incidente que irradia células que
fluyen a través de la zona de interrogacion.

Una combinacion de UMALS y LMALS se define como dispersion de la luz a angulo medio (MALS), que es
dispersion o propagacién de la luz a angulos de entre aproximadamente 9 grados y aproximadamente 43 grados con
respecto al eje de haz incidente que irradia células que fluyen a través de la zona de interrogacion.

Tal como se muestra en la figura 3, la unidad 350A de detector de dispersiéon de la luz puede incluir una abertura
351 que permite que dispersion 340 o propagacion de la luz a angulo bajo pase mas alld de la unidad 350A de
detector de dispersion de la luz y de ese modo alcance, y se detecte mediante, la unidad 350B de detector de
dispersion y transmisién de la luz. Segun algunas realizaciones, la unidad 350B de detector de dispersion y
transmisién de la luz puede incluir una regién fotoactiva o zona de sensor para detectar y medir dispersién de la luz
a angulo inferior (LALS), por ejemplo luz que se dispersa o se propaga a angulos con respecto a un eje de haz de
luz de irradiacién de aproximadamente 5,1 grados. En algunos casos, LALS corresponde a luz propagada a un
angulo de menos de aproximadamente 9 grados, con respecto al eje de haz incidente que irradia células que fluyen
a través de la zona de interrogacion. En algunos casos, LALS corresponde a luz propagada a un angulo de menos
de aproximadamente 10 grados, con respecto al eje de haz incidente que irradia células que fluyen a través de la
zona de interrogacién. En algunos casos, LALS corresponde a luz propagada a un angulo de aproximadamente
1,9 grados + 0,5 grados, con respecto al eje de haz incidente que irradia células que fluyen a través de la zona de
interrogacion. En algunos casos, LALS corresponde a luz propagada a un angulo de aproximadamente 3,0 grados *
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0,5 grados, con respecto al eje de haz incidente que irradia células que fluyen a través de la zona de interrogacion.
En algunos casos, LALS corresponde a luz propagada a un angulo de aproximadamente 3,7 grados + 0,5 grados,
con respecto al eje de haz incidente que irradia células que fluyen a través de la zona de interrogacién. En algunos
casos, LALS corresponde a luz propagada a un angulo de aproximadamente 5,1 grados * 0,5 grados, con respecto
al eje de haz incidente que irradia células que fluyen a través de la zona de interrogacioén. En algunos casos, LALS
corresponde a luz propagada a un angulo de aproximadamente 7,0 grados * 0,5 grados, con respecto al eje de haz
incidente que irradia células que fluyen a través de la zona de interrogacion.

Segun algunas realizaciones, la unidad 350B de detector de dispersion y transmision de la luz puede incluir una
region fotoactiva o zona de sensor para detectar y medir luz transmitida axialmente a través de las células, o
propagada a partir de las células irradiadas, a un angulo de 0 grados con respecto al eje de haz incidente de luz. En
algunos casos, la region fotoactiva o zona de sensor puede detectar y medir luz propagada axialmente a partir de
células a angulos de menos de aproximadamente 1 grado con respecto al eje de haz incidente de luz. En algunos
casos, la region fotoactiva o zona de sensor puede detectar y medir luz propagada axialmente a partir de células a
angulos de menos de aproximadamente 0,5 grados con respecto al eje de haz incidente de luz menos. Tales
medidas de luz transmitida o propagada axialmente corresponden a pérdida de luz axial (ALL o AL2). Tal como se
indica en la patente estadounidense n.% 7.390.662, cuando la luz interacciona con una particula, parte de la luz
incidente cambia de direccion mediante el proceso de dispersién (es decir dispersion de la luz) y parte de la luz se
absorbe por las particulas. Ambos de estos procesos retiran energia a partir del haz incidente. Cuando se observa a
lo largo del eje incidente del haz, la pérdida de luz puede denominarse pérdida de luz axial o extincién directa. En el
documento U.S. 7.390.662, de la columna 5, linea 58, a la columna 6, linea 4, se describen aspectos adicionales de
técnicas de medicién de pérdida de luz axial.

Como tal, el sistema 300 de analisis celular proporciona medios para obtener medidas de propagacién de la luz,
incluyendo dispersién de la luz y/o transmision de la luz, para luz que emana a partir de las células irradiadas de la
muestra biol6gica a cualquiera de una variedad de angulos o dentro de cualquiera de una variedad de intervalos
angulares, incluyendo ALL y multiples angulos de dispersion o propagacion de la luz diferenciados. Por ejemplo, el
conjunto 350 de deteccidén de luz, incluyendo conjunto de circuitos y/o unidades de procesamiento apropiados,
proporciona unos medios para detectar y medir UMALS, LMALS, LALS, MALS y ALL.

Cables u otros mecanismos de transmision o conectividad pueden transmitir sefiales a partir del conjunto de
electrodo (por ejemplo los electrodos 334, 336), la unidad 350A de detector de dispersion de la luz y/o la unidad
350B de detector de dispersion y transmision de la luz al sistema 304 de andlisis para su procesamiento. Por
ejemplo, pueden proporcionarse o transmitirse parametros medidos de impedancia de CC, conductividad de RF,
transmisién de la luz y/o dispersién de la luz al sistema 304 de andlisis para el procesamiento de datos. En algunos
casos, el sistema 304 de analisis puede incluir caracteristicas de procesamiento informatico y/o uno o mas médulos
0 componentes tales como los descritos en el presente documento con referencia al sistema representado en la
figura 6, que pueden evaluar los parametros medidos, identificar y enumerar constituyentes de muestra biolégica y
correlacionar un subconjunto de datos que caracterizan elementos de la muestra biolégica con un estatus de
plaquetas del individuo. Tal como se muestra en este caso, el sistema 300 de andlisis celular puede generar y emitir
un informe 306 que contiene el recuento de plaquetas predicho y/o un régimen de tratamiento recomendado para el
individuo. En algunos casos, el exceso de muestra biolégica a partir del médulo 310 de transductor puede dirigirse a
un sistema 308 de residuos externo (o alternativamente interno). En algunos casos, un sistema 300 de andlisis
celular puede incluir una o mas caracteristicas de un médulo de transductor o instrumento de analisis de sangre tal
como los descritos en las patentes estadounidenses n.% 5.125.737; 6.228.652; 8.094.299 y 8.189.187.

La figura 4 ilustra aspectos de un sistema de andlisis celular automatizado para predecir o evaluar un recuento de
plaguetas de un individuo, segin realizaciones de la presente invencidén. En particular, el recuento de plaquetas
puede predecirse basandose en una muestra biolégica obtenida a partir de sangre del individuo. Tal como se
muestra en este caso, un sistema de analisis o transductor 400 puede incluir un elemento 410 6ptico que tiene una
zona 412 de interrogacion de células. El transductor también proporciona una trayectoria 420 de flujo, que suministra
una corriente 422 hidrodinamicamente enfocada de una muestra biolégica hacia la zona 412 de interrogacién de
células. Por ejemplo, a medida que se proyecta la corriente 422 de muestra hacia la zona 412 de interrogacién de
células, también puede entrar un volumen de fluido 424 de proteccién en el elemento 410 éptico a presion, para
rodear de manera uniforme la corriente 422 de muestra y hacer que la corriente 422 de muestra fluya a través del
centro de la zona 412 de interrogacion de células, logrando por tanto un enfoque hidrodinamico de la corriente de
muestra. De esta manera, células individuales de la muestra biol6gica, que pasan a través de la zona de
interrogacion de células una célula cada vez, pueden analizarse con precision.

El sistema 400 o médulo de transductor también incluye un conjunto 430 de electrodo que mide la impedancia de
corriente continua (CC) y la conductividad de radiofrecuencia (RF) de las células 10 de la muestra biol6égica que
pasan de manera individual a través de la zona 412 de interrogacién de células. El conjunto 430 de electrodo puede
incluir un primer mecanismo 432 de electrodo y un segundo mecanismo 434 de electrodo. Tal como se comenta en
otra parte en el presente documento, pueden usarse medidas de CC de baja frecuencia para analizar el volumen de
cada célula individual que pasa a través de la zona de interrogacién de células. De manera relacionada, pueden
usarse medidas de corriente de RF de alta frecuencia para determinar la conductividad de células que pasan a
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través de la zona de interrogacion de células. Tales medidas de conductividad pueden proporcionar informacion
referente al contenido celular interno de las células. Por ejemplo, puede usarse la corriente de RF de alta frecuencia
para analizar constituyentes nucleares y granulares, asi como la composicion quimica del interior de la célula, de
células individuales que pasan a través de la zona de interrogacion de células.

El sistema 400 también incluye una fuente 440 de luz orientada para dirigir un haz 442 de luz a lo largo de un eje
444 de haz para irradiar las células 10 de la muestra biolégica que pasan de manera individual a través de la zona
412 de interrogacion de células. De manera relacionada, el sistema 400 incluye un conjunto 450 de deteccion de luz
Opticamente acoplado con la zona de interrogacion de células, para medir luz dispersada por, y transmitida a través
de, las células irradiadas 10 de la muestra biolégica. El conjunto 450 de deteccién de luz puede incluir una pluralidad
de zonas de sensor de luz que detectan y miden luz que se propaga a partir de la zona 412 de interrogacion de
células. En algunos casos, el conjunto de deteccion de luz detecta luz propagada a partir de la zona de interrogacion
de células a diversos angulos o intervalos angulares con respecto al eje de haz de irradiacion. Por ejemplo, el
conjunto 450 de deteccion de luz puede detectar y medir luz que se dispersa a diversos angulos mediante las
células, asi como luz que se transmite axialmente mediante las células a lo largo del eje de haz. El conjunto 450 de
deteccion de luz puede incluir una primera zona 452 de sensor que mide una primera luz 452s dispersada o
propagada dentro de un primer intervalo de angulos con respecto al eje 444 de haz de luz. El conjunto 450 de
deteccion de luz también puede incluir una segunda zona 454 de sensor que mide una segunda luz 454s dispersada
0 propagada dentro de un segundo intervalo de angulos con respecto al eje 444 de haz de luz. Tal como se muestra
en este caso, el segundo intervalo de angulos para la luz 454s dispersada o propagada es diferente del primer
intervalo de angulos para la luz 452s dispersada o propagada. Ademas, el conjunto 450 de deteccion de luz puede
incluir una tercera zona 456 de sensor que mide una tercera luz 456s dispersada o propagada dentro de un tercer
intervalo de angulos con respecto al eje 444 de haz de luz. Tal como se muestra en este caso, el tercer intervalo de
angulos para la luz 456s dispersada o propagada es diferente tanto del primer intervalo de dngulos para la luz 452s
dispersada o propagada como del segundo intervalo de angulos para la luz 454s dispersada o propagada. El
conjunto 450 de deteccion de luz también incluye una cuarta zona 458 de sensor que mide luz 458t axial transmitida
a través de las células de la muestra biolégica que pasan de manera individual a través de la zona 412 de
interrogacion de células o propagada a partir de la zona de interrogacion de células a lo largo del haz de eje. En
algunos casos, cada una de las zonas 452, 454, 456 y 458 de sensor esta dispuesta en un sensor independiente
asociado con esa zona de sensor especifica. En algunos casos, una o mas de las zonas 452, 454, 456 y 458 de
sensor estan dispuestas en un sensor comun del conjunto 450 de deteccion de luz. Por ejemplo, el conjunto de
deteccion de luz puede incluir un primer sensor 451 que incluye la primera zona 452 de sensor y la segunda zona
454 de sensor. Por tanto, puede usarse un Unico sensor para detectar o medir dos 0 mas tipos de dispersion o
propagacion de la luz (por ejemplo a angulo bajo, angulo medio o angulo alto).

Los sistemas de andlisis celular automatizados pueden incluir cualquiera de una variedad de elementos épticos o
caracteristicas de transductor. Por ejemplo, tal como se representa en la figura 4A, un elemento 410a éptico de un
transductor de sistema de andlisis celular puede tener una forma de prisma cuadrado, con cuatro lados
rectangulares, 6pticamente planos, y paredes 436a de extremo opuestas. En algunos casos, las anchuras
respectivas W de cada lado 450a son iguales, midiendo cada una aproximadamente 4,2 mm, por ejemplo. En
algunos casos, las longitudes respectivas L de cada lado 450a son iguales, midiendo cada una aproximadamente
6,3 mm, por ejemplo. En algunos casos, la totalidad o parte del elemento 410a Optico puede fabricarse a partir de
silice fundida o cuarzo. Un paso 432a de flujo formado a través de una region central del elemento 410a éptico
puede estar configurado de manera concéntrica con respecto a un eje longitudinal A que pasa a través del centro del
elemento 410a y paralelo a una direccion de flujo de muestra tal como se indica mediante la flecha SF. El paso 432a
de flujo incluye una zona Z de interrogacion de células y un par de orificios 454a perforados en seccion decreciente
opuestos que tienen aberturas en las inmediaciones de sus bases respectivas que estan en comunicacion de fluido
con la zona de interrogacion de células. En algunos casos, la seccion transversal de la zona Z de interrogacién de
células tiene forma cuadrada, midiendo nominalmente la anchura W’ de cada lado 50 micrémetros * 10 micrémetros.
En algunos casos, la longitud L’ de la zona Z de interrogacion de células, medida a lo largo del eje A, es de
aproximadamente 1,2 a 1,4 veces la anchura W’ de la zona de interrogacién. Por ejemplo, la longitud L’ puede ser
de aproximadamente 65 micrometros £ 10 micrémetros. Tal como se indica en otra parte en el presente documento,
pueden realizarse mediciones de CC y RF con células que pasan a través de la zona de interrogacion de células. En
algunos casos, el diametro maximo de los orificios 454a perforados en seccién decreciente, medido en las paredes
436a de extremo, es aproximadamente de 1,2 mm. Una estructura 410a 6ptica del tipo descrito puede realizarse a
partir de un vastago cuadrado de cuarzo que contiene una abertura capilar de 50 x 50 micrémetros, mecanizada
para definir los orificios 454a perforados de comunicacion, por ejemplo. Un laser u otra fuente de irradiacién puede
producir un haz B que se dirige a través de, o se enfoca en, la zona de interrogacién de células. Por ejemplo, el haz
puede enfocarse en una parte central de forma eliptica ubicada dentro de la zona Z de interrogacién en una
ubicacion a través de la cual se hace que pasen las células. Un sistema de analisis celular puede incluir un conjunto
de deteccion de luz que esta configurado para detectar luz que emana a partir del elemento 410a dptico, por ejemplo
luz P que se propaga a partir de la zona Z de interrogacién de células que contiene células iluminadas o irradiadas
que fluyen a través de la misma. Tal como se representa en este caso, la luz P puede propagarse o emanar a partir
de la zona Z de interrogacion de células dentro de un intervalo angular a, y por tanto puede medirse o detectarse a
posiciones angulares o intervalos angulares seleccionados con respecto al eje de haz AX. De manera relacionada,
un conjunto de deteccién de luz puede detectar luz dispersada o axialmente transmitida en un plano directo dentro
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de diversos intervalos angulares con respecto a un eje AX del haz B. Tal como se comenta en otra parte en el
presente documento, pueden obtenerse una o mas medidas de propagacion de la luz para células individuales que
pasan a través de la zona de interrogacion de células de una en una. En algunos casos, un sistema de analisis
celular puede incluir una o mas caracteristicas de un transductor o zona de interrogacién de células tal como las
descritas en las patentes estadounidenses n.°® 5.125.737; 6.228.652; 8.094.299 y 8.189.187.

La figura 5 representa aspectos de un método 500 a modo de ejemplo para predecir 0 evaluar un recuento de
plaguetas de un individuo. El método 500 incluye introducir una muestra de sangre en un sistema de andlisis de
sangre, tal como se indica mediante la etapa 510. Tal como se muestra en la etapa 520, el método también puede
incluir preparar la muestra de sangre dividiendo la muestra en alicuotas y mezclando las muestras de alicuota con
reactivos apropiados. En la etapa 530, pueden hacerse pasar las muestras a través de una celda de flujo en un
sistema de transductor de tal manera que constituyentes de muestra (por ejemplo células sanguineas) pasan a
través de una zona de interrogacion de células de uno en uno. Los constituyentes pueden irradiarse mediante una
fuente de luz, tal como un laser. En la etapa 540, pude medirse cualquier combinacién de conductividad 541 de RF,
impedancia 542 de CC, primera propagacién 543 de la luz angular (por ejemplo LALS), segunda propagacion 544 de
la luz angular (por ejemplo AL2), tercera propagacion 545 de la luz angular (por ejemplo UMAL) y/o cuarta
propagacion 546 de la luz angular (por ejemplo LMALS). Tal como se representa mediante la etapa 547, las medidas
de propagacion de la luz angular tercera y cuarta pueden usarse para determinar una quinta medida de propagacion
de la luz angular (por ejemplo MALS). Alternativamente, puede medirse MALS directamente. Tal como se comenta
en otra parte en el presente documento, ciertas medidas o combinaciones de medidas pueden procesarse, tal como
se indica mediante la etapa 550, para proporcionar una prediccion de recuento de plaquetas. Unicamente a modo de
descripcion, los métodos también pueden incluir determinar un régimen de tratamiento basandose en el recuento de
plaquetas predicho.

Un sistema de andlisis celular puede estar configurado para correlacionar un subconjunto de medidas de impedancia
de CC, conductividad de RF, luz angular (por ejemplo primera luz dispersada, segunda luz dispersada) y las
medidas de luz axial a partir de las células de la muestra bioldgica con un estatus de plaquetas de un individuo. Tal
como se comenta en otra parte en el presente documento, en algunos casos al menos una parte de la correlacion
puede realizarse usando uno o mas médulos de software que pueden ejecutarse por uno 0 mas procesadores, uno o
mas mddulos de hardware o cualquier combinacién de los mismos. Los procesadores u otros sistemas de modulos o
informaticos pueden estar configurados para recibir como entrada valores para las diversas medidas o parametros y
emitir automaticamente el recuento de plaquetas predicho del individuo. En algunos casos, uno o mas de los
médulos de software, procesadores y/o modulos de hardware pueden estar incluidos como componente de un
sistema de hematologia que esta equipado para obtener multiples parametros de deteccion de angulo de luz, tal
como un analizador de hematologia. En algunos casos, uno o mas de los médulos de software, procesadores y/o
médulos de hardware pueden estar incluidos como componente de un ordenador independiente que esta en
comunicacion o conectividad operativa con un sistema de hematologia que esta equipado para obtener mdltiples
parametros de deteccién de angulo de luz, tal como un analizador de hematologia. En algunos casos, al menos una
parte de la correlacion puede realizarse mediante uno o mas de los médulos de software, procesadores y/o médulos
de hardware que reciben datos a partir de un sistema de hematologia que estd equipado para obtener multiples
parametros de deteccién de angulo de luz, tal como un analizador de hematologia de manera remota a través de
Internet o cualquier otra red de comunicacién cableada y/o inalambrica. De manera relacionada, cada uno de los
dispositivos 0 modulos segun realizaciones de la presente invencidon puede incluir uno o0 mas médulos de software
en un medio legible por ordenador que se procesa mediante un procesador o médulos de hardware o cualquier
combinacion de los mismos.

La figura 6 es un diagrama de bloques simplificado de un sistema de mddulos a modo de ejemplo que ilustra de
manera amplia cémo pueden implementarse elementos de sistema individuales para un sistema 600 de médulos de
una manera independiente 0 mas integrada. El sistema 600 de mdédulos puede formar parte de, o estar en
conectividad con, un sistema de analisis celular para predecir un recuento de plaquetas de un individuo segun
realizaciones de la presente invencion. El sistema 600 de m6dulos es bien adecuado para producir datos o recibir
entrada relacionada con un analisis de plaquetas. En algunos casos, el sistema 600 de mddulos incluye elementos
de hardware que estan eléctricamente acoplados mediante un subsistema 602 de bus, incluyendo uno o mas
procesadores 604, uno o mas dispositivos 606 de entrada tales como dispositivos de entrada de interfaz de usuario,
y/o uno o mas dispositivos 608 de salida tales como dispositivos de salida de interfaz de usuario. En algunos casos,
el sistema 600 incluye una interfaz 610 de red y/o una interfaz 640 de sistema de diagnéstico que puede recibir
sefales a partir de, y/o transmitir sefales a, un sistema 642 de diagndstico. En algunos casos, el sistema 600
incluye elementos de software, por ejemplo mostrados en este caso como que estan actualmente ubicados dentro
de una memoria 612 de trabajo de una memoria 614, un sistema 616 operativo y/u otro cédigo 618, tal como un
programa configurado para implementar uno o mas aspectos de las técnicas dadas a conocer en el presente
documento.

En algunas realizaciones, el sistema 600 de modulos puede incluir un subsistema 620 de almacenamiento que
puede almacenar los constructos de programacion y datos basicos que proporcionan la funcionalidad de las diversas
técnicas dadas a conocer en el presente documento. Por ejemplo, pueden almacenarse moédulos de software que
implementan la funcionalidad de aspectos de método, tal como se describe en el presente documento, en un
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subsistema 620 de almacenamiento. Estos médulos de software pueden ejecutarse por el uno o més procesadores
604. En un entorno distribuido, los médulos de software pueden almacenarse en una pluralidad de sistemas
informaticos y ejecutarse por procesadores de la pluralidad de sistemas informaticos. El subsistema 620 de
almacenamiento puede incluir un subsistema 622 de memoria y un subsistema 628 de almacenamiento de archivos.
El subsistema 622 de memoria puede incluir varias memorias incluyendo una memoria 626 de acceso aleatorio
(RAM) principal para el almacenamiento de instrucciones y datos durante la ejecucion del programa y una memoria
624 de solo lectura (ROM) en la que se almacenan instrucciones fijas. El subsistema 628 de almacenamiento de
archivos puede proporcionar almacenamiento persistente (no volatil) para archivos de programa y datos, y puede
incluir medios de almacenamiento tangibles que pueden implementar opcionalmente datos de paciente, tratamiento,
evaluacion u otros datos. El subsistema 628 de almacenamiento de archivos puede incluir una unidad de disco duro,
una unidad de disquete junto con medios extraibles asociados, una unidad de memoria de solo lectura digital
compacta (CD-ROM), una unidad optica, DVD, CD-R, CD RW, memoria extraible en estado sélido, otros discos o
cartuchos de medios extraibles, y similares. Una o mas de las unidades pueden estar ubicadas en ubicaciones
remotas en otros ordenadores conectados en otros sitios acoplados al sistema 600 de médulos. Tal como se define
en las reivindicaciones, los sistemas de la invencion incluyen un medio de almacenamiento legible por ordenador u
otro medio de almacenamiento tangible que almacena una o mas secuencias de instrucciones que, cuando se
ejecutan por uno 0 mas procesadores, hacen que el uno o mas procesadores determinen el recuento de plaquetas
tal como se define en las reivindicaciones y se da a conocer en el presente documento. Uno o mas modulos que
implementan la funcionalidad de las técnicas dadas a conocer en el presente documento pueden almacenarse
mediante el subsistema 628 de almacenamiento de archivos. En algunas realizaciones, el software o cédigo
proporcionara protocolo para permitir que el sistema 600 de moédulos se comunique con la red 630 de comunicacién.
Opcionalmente, tales comunicaciones pueden incluir comunicaciones de conexion por llamada o Internet.

Se aprecia que el sistema 600 puede estar configurado para llevar a cabo diversos aspectos de métodos de la
presente invencién. Por ejemplo, modulo 604 o componente de procesador puede ser un mddulo de control de
microprocesador configurado para recibir sefiales de parametros celulares a partir de un médulo 632 o dispositivo de
entrada de sensor, a partir de un médulo 606 o dispositivo de entrada de interfaz de usuario y/o a partir de un
sistema 642 de diagndstico, opcionalmente a través de una interfaz 640 de sistema de diagndstico y/o una interfaz
610 de red y una red 630 de comunicacion. En algunos casos, el/los dispositivo(s) de entrada de sensor puede(n)
incluir o formar parte de un sistema de andlisis celular que esta equipado para obtener mdltiples parametros de
deteccion de angulo de luz, tal como un analizador de hematologia. En algunos casos, el/los dispositivo(s) 606 de
entrada de interfaz de usuario y/o la interfaz 610 de red pueden estar configurados para recibir sefales de
parametros celulares generadas por un sistema de analisis celular que estd equipado para obtener multiples
parametros de deteccién de angulo de luz, tal como un analizador de hematologia. En algunos casos, el sistema 642
de diagnoéstico puede incluir o formar parte de un sistema de andlisis celular que estd equipado para obtener
multiples parametros de deteccion de angulo de luz, tal como un analizador de hematologia.

El mddulo 604 o componente de procesador también puede estar configurado para transmitir sefiales de parametros
celulares, opcionalmente procesadas segun cualquiera de las técnicas dadas a conocer en el presente documento,
al moédulo 636 o dispositivo de salida de sensor, al médulo 608 o dispositivo de salida de interfaz de usuario, al
médulo 610 o dispositivo de interfaz de red, a la interfaz 640 de sistema de diagnédstico o cualquier combinacién de
los mismos. Cada uno de los dispositivos 0 modulos segun realizaciones de la presente invencion puede incluir uno
0 mas médulos de software en un medio legible por ordenador que se procesa mediante un procesador, 0 médulos
de hardware, o cualquier combinacién de los mismos. Puede usarse cualquiera de una variedad de plataformas
habitualmente usadas, tales como Windows, Maclntosh y Unix, junto con cualquiera de una variedad de lenguajes
de programacion habitualmente usados, para implementar realizaciones de la presente invencion.

Los dispositivos 606 de entrada de interfaz de usuario pueden incluir, por ejemplo, un panel tactil, un teclado,
dispositivos de puntero tales como un ratdn, una bola de seguimiento, una tableta gréfica, un escaner, una palanca
de control, una pantalla tactil incorporada en un elemento de presentacion, dispositivos de entrada de audio tales
como sistemas de reconocimiento de voz, micréfonos y otros tipos de dispositivos de entrada. Los dispositivos 606
de entrada de usuario también pueden descargar un codigo ejecutable por ordenador a partir de unos medios de
almacenamiento tangibles o a partir de la red 630 de comunicacién, implementando el cédigo cualquiera de los
métodos o aspectos de los mismos dados a conocer en el presente documento. Se apreciara que puede
actualizarse el software del terminal de vez en cuando y descargarse en el terminal segin sea apropiado. En
general, se pretende que el uso del término “dispositivo de entrada” incluya una variedad de dispositivos y maneras
convencionales y patentados de introducir informacién en el sistema 600 de médulos.

Los dispositivos 606 de salida de interfaz de usuario pueden incluir, por ejemplo, un subsistema de presentacion,
una impresora, un fax o presentaciones no visuales tales como dispositivos de salida de audio. El subsistema de
presentacién puede ser un tubo de rayos catédicos (CRT), un dispositivo de panel plano tal como una pantalla de
cristal liquido (LCD), un dispositivo de proyeccion o similares. El subsistema de presentacion también puede
proporcionan una presentacién no visual tal como mediante dispositivos de salida de audio. En general, se pretende
que el uso del término “dispositivo de salida” incluya una variedad de dispositivos y maneras convencionales y
patentados para emitir informacion a partir del sistema 600 de médulos a un usuario.
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El subsistema 602 de bus proporciona un mecanismo para dejar que los diversos componentes y subsistemas del
sistema 600 de mddulos se comuniquen entre si segun se pretenda o se desee. No se necesita que los diversos
subsistemas y componentes del sistema 600 de modulos estén en la misma ubicacion fisica sino que pueden estar
distribuidos en diversas ubicaciones dentro de una red distribuida. Aunque el subsistema 602 de bus se muestra
esquematicamente como un Unico bus, realizaciones alternativas de subsistema de bus pueden usar mdltiples
buses.

La interfaz 610 de red puede proporcionar una interfaz con una red 630 externa u otros dispositivos. La red 630 de
comunicaciéon externa puede estar configurada para realizar comunicaciones segun se necesite o se desee con
otras partes. Por tanto, puede recibir un paquete electrénico a partir del sistema 600 de modulos y transmitir
cualquier informacion segun se necesite o se desee de vuelta al sistema 600 de médulos. Tal como se representa
en este caso, la red 630 de comunicacion y/o la interfaz 642 de sistema de diagnéstico pueden transmitir informacion
a, o recibir informacion a partir de, un sistema 642 de diagnéstico que esta equipado para obtener mdltiples
parametros de deteccién de angulo de luz, tal como un analizador de hematologia.

Ademas de proporcionar tales enlaces de comunicaciones de infraestructura con el sistema, el sistema 630 de red
de comunicaciones también puede proporcionar una conexion con otras redes tales como Internet y puede
comprender una conexion cableada, inaldmbrica, por mddem y/u otro tipo de conexion de interconexion.

Resultara evidente para el experto en la técnica que pueden usarse variaciones sustanciales segun requisitos
especificos. Por ejemplo, también puede usarse hardware personalizado y/o pueden implementarse elementos
particulares en hardware, software (incluyendo software portatil, tal como applets) o ambos. Ademas, puede
emplearse conexion con otros dispositivos de calculo tales como dispositivos de entrada/salida de red. El propio
sistema 600 de terminal de modulos puede ser de diversos tipos incluyendo un terminal informatico, un ordenador
personal, un ordenador portatil, una estacién de trabajo, un ordenador en red o cualquier otro sistema de
procesamiento de datos. Debido a la naturaleza en constante cambio de los ordenadores y las redes, se pretende
que la descripcién del sistema 600 de mddulos representado en la figura 6 s6lo sea un ejemplo especifico con fines
de ilustrar una o mas realizaciones de la presente invencion. Son posibles muchas otras configuraciones del sistema
600 de modulos que tienen mas o menos componentes que el sistema de moédulos representado en la figura 6.
Cualquiera de los médulos o componentes del sistema 600 de modulos, o cualquier combinacién de tales moédulos o
componentes, puede acoplarse con, o integrarse en, o estar de otro modo configurado para estar en conectividad
con, cualquiera de las realizaciones de sistema de analisis celular dadas a conocer en el presente documento. De
manera relacionada, cualquiera de los componentes de hardware y software comentados anteriormente puede estar
integrado con, o configurado para interconectarse con, otros sistemas de evaluaciéon o tratamiento médicos usados
en otras ubicaciones.

En algunas realizaciones, el sistema 600 de mddulos puede estar configurado para recibir uno o mas parametros de
andlisis celular de un paciente en un médulo de entrada. Pueden transmitirse datos de parametros de analisis celular
a un modulo de evaluacion en el que se predice o determina un estatus de plaquetas. El recuento de plaquetas
predicho puede emitirse a un usuario del sistema a través de un modulo de salida. Unicamente a modo de ejemplo,
el sistema 600 de modulos puede determinar un protocolo de tratamiento o induccion inicial para el paciente, o un
protocolo de tratamiento ajustado, basandose en uno o mas parametros de andlisis celular y/o el recuento de
plaquetas predicho, por ejemplo usando un modulo de tratamiento. El tratamiento puede emitirse a un usuario del
sistema mediante un moédulo de salida. Opcionalmente, ciertos aspectos del tratamiento pueden determinarse
mediante un dispositivo de salida y transmitirse a un sistema de tratamiento o un dispositivo secundario de un
sistema de tratamiento. Cualquiera de una variedad de datos relacionados con el paciente puede introducirse en el
sistema de modulos, incluyendo edad, peso, sexo, historia de tratamiento, historia clinica y similares. Pueden
determinarse parametros de regimenes de tratamiento o evaluaciones de diagnéstico basandose en tales datos.

De manera relacionada, en algunos casos un sistema incluye un procesador configurado para recibir datos de VCS
como entrada. Un procesador también puede estar configurado para recibir datos de CBC como entrada.
Opcionalmente, puede incorporarse un procesador, medio de almacenamiento o ambos, dentro de una maquina de
hematologia o analisis celular. En algunos casos, la maquina de hematologia puede generar datos de VCS, datos de
CBC u otra informacién para su introduccion en el procesador. En algunos casos, puede incorporarse un
procesador, un medio de almacenamiento o ambos, dentro de un ordenador, y el ordenador puede estar en
comunicacién con una maquina de hematologia. En algunos casos, puede incorporarse un procesador, un medio de
almacenamiento o ambos, dentro de un ordenador, y el ordenador puede estar en comunicacién remota con una
maquina de hematologia a través de una red.

Datos de volumen, conductividad y dispersién (VCS)

Ademas de datos de CBC, que pueden obtenerse a partir de un moédulo de CBC, pueden obtenerse datos de VCS a
partir de un médulo de VCS. Los pardmetros de VCS a modo de ejemplo incluyen los siguientes:

1. Conductividad de células (C) [corriente de alta frecuencia]
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2. Volumen celular (V) [corriente de baja frecuencia]

3. Pérdida de luz axial o luz absorbida (AL2 o ALL)

I

. Dispersion de la luz a angulo bajo (LALS)

¢

. Dispersion de la luz a angulo medio superior (UMALS)
6. Dispersién de la luz a angulo medio inferior (LMALS)
7. Dispersién de la luz a angulo medio (MALS) [UMALS + LMALS]

De esta manera, pueden calcularse diversos parametros (por ejemplo volumen, conductividad y angulos de
dispersion o propagacion de la luz) por separado para células sanguineas tales como glébulos blancos, glébulos
rojos y plaquetas. Estos datos pueden obtenerse basandose en una muestra biolégica de un individuo. Lo que es
mas, pueden visualizarse datos de CBC y VCS en la pantalla de un instrumento, tal como la representada en la
figura 7, asi como exportarse automaticamente como archivo de Excel. Por tanto, pueden analizarse células
sanguineas (por ejemplo RBC, plaquetas y WBC) y representarse graficamente de manera individual en histogramas
tridimensionales, definiéndose la posicién de cada célula en el histograma mediante ciertos parametros tal como se
describe en el presente documento.

Pueden separarse subpoblaciones de células o particulas en diferentes grupos en diferentes ubicaciones en los
histogramas. Por ejemplo, pueden agruparse agregaciones plaquetarias y glébulos blancos en diferentes regiones
de un histograma, formando por tanto poblaciones celulares. La figura 7 representa una captura de pantalla a modo
de ejemplo de aspectos de un analisis de recuento. Tal como se ilustra en este caso, los acontecimientos de
agregacion plaquetaria estan rodeados por un circulo en el histograma. Generalmente, tales histogramas pueden
obtenerse a partir de un canal de gldbulos rojos nucleados (NRBC) (o un canal diferencial de WBC o un canal de
reticulocitos) tal como se comenta en otra parte en el presente documento.

Tales valores de VCS pueden corresponder a la posicién de la poblaciéon en el histograma, y a la morfologia de las
células sanguineas bajo el microscopio. Tal como se representa en las figuras 7D a 7F, ciertos modulos de canal
pueden proporcionar medidas para diversas particulas 0 componentes sanguineos, tales como agregaciones
plaquetarias, células sanguineas o residuo celular que pueden estar presentes.

Pueden usarse parametros de VCS para analizar acontecimientos celulares de una manera cuantitativa, objetiva y
automatizada, libre de la subjetividad de la interpretacién humana, que también requiere mucho tiempo, es cara y
tiene una reproducibilidad limitada. En determinadas realizaciones, pueden usarse parametros de VCS en la
estimacion de un recuento de plaquetas en un individuo basandose en una muestra biolégica obtenida a partir del
individuo. En el presente documento también se describe, Unicamente a modo de ejemplo, el diagnostico de
diversas condiciones médicas que alteran los recuentos de plaquetas. Se entiende que, cuando se hace referencia a
perfiles de datos de volumen, conductividad y dispersion o parametros de VCS, tales caracterizaciones pueden
incluir un subconjunto de las caracteristicas de datos de VCS individuales. Por ejemplo, los datos de parametros de
VCS pueden incluir una combinacién de medidas de volumen y conductividad, una combinacién de medidas de
volumen y dispersioén o una combinacion de medidas de conductividad y dispersion. De manera similar, los datos de
parametros de VCS pueden incluir sélo una medida de volumen, sélo una medida de conductividad o sélo una
medida de dispersion. En algunos casos, puede considerarse que los datos de parametros de VCS incluyen un
conjunto o subconjunto de datos de propagacion de la luz y de corriente. Por ejemplo, las medidas de propagacion
de la luz pueden incluir una primera luz propagada a un primer angulo, una segunda luz propagada a un segundo
angulo diferente del primer angulo, una luz propagada axial o cualquier combinaciéon de las mismas. De manera
relacionada, las medidas de corriente pueden incluir una corriente de baja frecuencia (por ejemplo, impedancia de
CC correspondiente al volumen), una corriente de alta frecuencia (por ejemplo conductividad de RF correspondiente
a la densidad celular interna) o una combinacion de los mismos. En este sentido, los perfiles de datos de volumen,
conductividad y dispersién o datos de parametros de VCS pueden denominarse perfiles de datos o parametros de
propagacion de la luz actual.

Tal como se comenta adicionalmente en el presente documento, se ha descubierto que ciertos valores de
parametros de VCS son altamente Utiles para evaluar un recuento de plaquetas en un individuo. Por consiguiente,
estos parametros pueden implementarse en sistemas y métodos para la estimacion del recuento de plaquetas en un
individuo.

Recuento de plaguetas corregido (método |)
La figura 7A ilustra aspectos de un método 700a a modo de ejemplo para determinar un recuento de plaquetas
corregido, segun realizaciones de la presente invencion. Tal como se muestra en este caso, el método puede incluir

determinar u obtener un parametro de volumen de agregacion plaquetaria, tal como se representa en la etapa 710a,
determinar u obtener un parametro de volumen de plaqueta individual, tal como se representa en la etapa 720a, y
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determinar u obtener un parametro de plaquetas por agregacién, tal como se representa en la etapa 730a. El
parametro de plaguetas por agregacion puede basarse en el parametro de volumen de agregacion plaquetaria y el
parametro de volumen de plaqueta individual.

Ademas, el método puede incluir determinar u obtener un parametro de razén de agregacion plaquetaria con
respecto a WBC, tal como se representa en la etapa 740a, determinar u obtener un parametro de concentracion de
WBC, tal como se representa en la etapa 750a, y determinar u obtener el nimero de plaguetas contenidas en
agregaciones (por ejemplo el recuento de plaquetas perdidas), tal como se representa en la etapa 760a. La
estimacion del nimero de plaquetas contenidas en agregaciones puede basarse en el parametro de agregacion
plaquetaria con respecto a WBC, el parametro de plaguetas por agregacion y el parametro de concentracién de
WBC.

Lo que es mas, el método puede incluir determinar u obtener el recuento de plaquetas observadas, tal como se
representa en la etapa 770a, y determinar o estimar el recuento de plaquetas corregido, tal como se representa en la
etapa 780a. El célculo del recuento de plaquetas corregido puede basarse en el recuento de plaquetas observadas y
el recuento de plagquetas perdidas. Por ejemplo, el recuento de plaquetas estimado corregido puede basarse en la
suma de los acontecimientos de plaguetas observados y el nimero estimado de plaquetas contenidas en
agregaciones.

Determinacion del parametro de volumen de agregacién plaquetaria

La figura 7B representa aspectos de una técnica para determinar un parametro de volumen de agregacion
plaquetaria, segun realizaciones de la presente invencion. Tal como se muestra en este caso, el método incluye
determinar una relacion de canal-volumen analizando perlas de latex de volumen conocido usando un médulo de
NRBC, tal como se representa en la etapa 710b. Normalmente, en un médulo de NRBC, la corriente continua (CC)
es directamente proporcional al tamafno de particula. Por tanto, pulsos de CC mas grandes corresponden a tamanos
de particula méas grandes. De esta manera, es posible obtener una referencia o patrén que correlaciona valores de
canal de NRBC con valores de volumen de particula.

Ademas, el método incluye procesar una muestra que contiene agregaciones plaquetarias usando un mdédulo de
NRBC, tal como se representa en la etapa 720b. Por ejemplo, puede calcularse el canal medio a partir de un
histograma en 1-D de la poblacién de agregacion plaquetaria.

Los datos emitidos por el moédulo de NRBC para las agregaciones plaquetarias pueden correlacionarse con la
referencia de tamafio de particula para obtener un parametro de volumen de agregacién plaquetaria, tal como un
volumen medio de la poblacion de agregacion plaquetaria. Por ejemplo, puede usarse una relacion de canal-
volumen (por ejemplo, a partir de la etapa 710b) y un canal medio (por ejemplo, a partir de la etapa 720b) para
determinar un volumen medio (por ejemplo en femtolitros) de la poblacién de agregacion plaquetaria, V (por ejemplo,
etapa 730b). En algunos casos, las agregaciones plaquetarias presentes en la muestra presentan una distribucién
de poblacién, de tal manera que diferentes agregaciones incluyen diferentes nimeros de plaquetas. Por ejemplo,
algunas agregaciones de la poblacion pueden incluir 5 plaguetas, algunas agregaciones pueden incluir 10 plaquetas,
algunas agregaciones pueden incluir 20 plaquetas, y asi sucesivamente.

Un enfoque a modo de ejemplo para determinar un parametro de volumen de agregacién plaquetaria se representa
como etapa 710a de la figura 7A.

Determinacion del pardmetro de volumen de plaqueta individual

La figura 7C representa aspectos de una técnica para determinar un parametro de volumen de plaqueta individual,
segun realizaciones de la presente invencion. Tal como se muestra en este caso, puede obtenerse un histograma
700c de poblacion de plaguetas a partir de un modulo de CBC. La curva ilustra una distribucion de volumen de
plagueta individual, en femtolitros. El volumen de plaqueta medio o promedio para esta distribucién puede
denominarse MPV. El calculo de la media puede implicar, para cada canal, multiplicar el nUmero de acontecimientos
en el canal por el volumen que corresponde al canal. Pueden sumarse los resultados a lo largo de todos los canales
y después dividirse entre el nimero total de acontecimientos observados para obtener el volumen promedio (MPV)
para cada acontecimiento.

Un enfoque a modo de ejemplo para determinar un parametro de volumen de plaqueta individual se representa
como etapa 720a de la figura 7A.

Determinacion del parametro de plaquetas por agregacién
Es posible obtener el nimero promedio de plaquetas contenidas en cada agregacion plaquetaria de una muestra,
dividiendo un parametro de volumen de agregacion plaquetaria (por ejemplo V) entre un parametro de volumen de

plaqueta individual (por ejemplo MPV). Una medida de este tipo puede indicar el nimero de plaquetas contenidas en
una agregacion plaquetaria, en promedio. Un método a modo de ejemplo para estimar un parametro de plaquetas
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por agregacion puede basarse en la siguiente ecuacion: o = V/MPV.

Por tanto, puede usarse un parametro de volumen de agregacion plaquetaria y un parametro de volumen de
plaqueta individual para obtener el numero promedio de plaquetas contenidas en cada agregacion plaquetaria. De
manera relacionada, el nimero promedio de plaquetas contenidas en cada agregacién plaquetaria puede calcularse
dividiendo el volumen medio de la poblacion de agregacion plaquetaria (V) entre un volumen de plaqueta medio
(MPV). De esta manera, realizaciones de la presente invenciéon abarcan técnicas para usar informacién a partir de
médulos de NRBC y CBC para estimar el nimero de plaquetas en una agregacién individual, por ejemplo calculando
en promedio el nimero de plaguetas por agregacion.

Un enfoque a modo de ejemplo para determinar un parametro de plaquetas por agregacion se representa como
etapa 730a de la figura 7A.

Determinacion del parametro de razon de agregacién plaquetaria con respecto a glébulos blancos

Pueden delinearse o segmentarse acontecimientos de agregacion plaquetaria a partir de otros acontecimientos (por
ejemplo NRBC, WBC, plaquetas y diversas formas de residuos) implementando ciertas técnicas de andlisis en un
médulo de NRBC, tal como el médulo de NRBC de un analizador de hematologia. Por ejemplo, puede observarse la
ausencia o presencia de agregaciones plaquetarias en una vista de representacion grafica de RLALS frente a AL2 a
partir de un médulo de NRBC tal como se representa mediante la figura 7D (panel derecho, poca o ninguna
agregacion plaquetaria) y la figura 7E (panel derecho, agregacion plaquetaria significativa). Los paneles izquierdos
de las figuras 7D y 7E proporcionan histogramas de distribucion de volumen de moédulo de CBC para
acontecimientos de glébulos blancos (WBC) y plaquetas (PLT), correspondientes a los mostrados en los paneles
derechos. Tal como se representa en la figura 7E, los histogramas de médulo de CBC, para parametros tanto de
WBC como de PLT, incluyen acontecimientos de agregacion plaquetaria. Por ejemplo, el histograma de WBC
incluye una combinacion de las agregaciones plaquetarias y la poblacion de WBC, y el histograma de PLT incluye
una combinacion de las agregaciones plaquetarias y una poblacién de plaquetas individuales.

Puede observarse que los modulos de un sistema de andlisis celular tal como un analizador de hematologia pueden
usarse para evaluar cualquiera de una variedad de particulas en una muestra biolégica obtenida a partir de un
individuo, incluyendo células, agregaciones de células, porciones de células y otras particulas contenidas en la
muestra. Aunque la presente divulgacién se refiere algunas veces al uso de un sistema de andlisis celular (y
médulos del mismo) tal como un analizador de hematologia para analizar acontecimientos correspondientes a una
célula individual, se entiende que la presente divulgacion también abarca el uso de un sistema de analisis celular (y
médulos del mismo) tal como un analizador de hematologia para analizar acontecimientos correspondientes a
cualquier tipo de particulas, o agregaciones de particulas (por ejemplo agregaciones plaquetarias) que puedan estar
contenidas en una muestra bioldgica obtenida a partir de un individuo.

Tal como se ilustra en las figuras 7D y 7E, una medida de dispersion de la luz a angulo bajo (LALS) puede
transformarse usando una funcién ARCTAN, y representarse como parametro de LALS rotada (RLALS). Puede
proporcionarse RLALS mediante una funcién de f(CC, LALS). En una realizacién, se proporciona un parametro de
RLALS mediante la ecuacion: RLALS = (C) ARCTAN (CC/LALS), donde (C) es una constante de proporcionalidad y
(CC) es un valor de corriente CC.

Ademas de la vista de RLALS frente a AL2 de las figuras 7D y 7E, se ha descubierto que una representacion grafica
de RUMALS frente a ELMALS presentada mediante un canal de NRBC tal como la representada en la figura 7F
proporciona una segmentacion fiable de los acontecimientos de agregaciones plaquetarias a partir de otros tipos de
acontecimientos.

Tal como se ilustra en la figura 7F, una medida de dispersion de la luz a angulo medio superior (UMALS) puede
transformarse usando una funcién ARCTAN, y representarse como parametro de UMALS rotada (RUMALS). Puede
proporcionarse RUMALS mediante una funcién de f(CC, UMALS). En una realizacién, se proporciona un parametro
de RUMALS mediante la ecuacién: RUMALS = (C) ARCTAN (CC/UMALS), donde (C) es un factor de ajuste a escala
y (CC) es un valor de corriente de CC.

Por tanto, usando vistas de representacion grafica de NRBC tales como las mostradas en las figuras 7E y 7F, es
posible visualizar de manera conveniente diversas poblaciones de particulas e identificar y segmentar
acontecimientos de agregacioén plaquetaria con respecto a acontecimientos de glébulos blancos.

El parametro de ELMALS también puede denominarse parametro de dispersion de la luz a angulo medio inferior
extendido, puede calcularse como LMALS/2.

Usando combinaciones de parametros bidimensionales tal como se muestra en las figuras 7E y 7F, puede realizarse
una segmentacion usando un limite no lineal para separar e identificar las agregaciones plaquetarias a partir de
otros tipos de acontecimientos en el médulo de NRBC. Puede aplicarse una tecnologia de procesamiento de
imagenes de transformacién divisoria para dibujar el limite en el espacio bidimensional. Tales técnicas de
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procesamiento de imagenes implican implementar ciertos protocolos de busqueda de poblaciones celulares. Por
ejemplo, la técnica puede incluir inundar digitalmente la representacion grafica de datos, acentuar ciertas
poblaciones y exponer poblaciones que pueden no reconocerse de otro modo. Exponiendo subpoblaciones mas
pequenfias, este enfoque puede determinar dénde pertenece la subpoblacion y como aplicar técnicas de regulacion
apropiadas. De esta manera, es posible identificar acontecimientos de agregacién plaquetaria en un procedimiento
de segmentacion.

Las evaluaciones de hematologia pueden implicar un andlisis de mdltiples parametros simultdneo de miles de
particulas por segundo suspendiendo células en una corriente de fluido y haciéndolas pasar por un aparato de
deteccion electronico. Los datos generados pueden representarse graficamente en histogramas y dividirse en
regiones. Las regiones son formas que se dibujan o posicionan alrededor de una poblacion de interés en un
histograma de uno o dos parametros. Las formas de regién a modo de ejemplo incluyen poligonos, circulos, elipses,
formas irregulares o similares bidimensionales. Los acontecimientos individuales mostrados a modo de ejemplo en
los datos corresponden a combinaciones Unicas de parametros y se acumulan en casos en los que estan presentes
multiples apariciones de tales combinaciones. Segun algunas realizaciones, los datos acumulados en histogramas
pueden separarse o0 agruparse basandose en parametros de VCS, en etapas conocidas como “regulacion” que
implican una o mas regiones. También pueden usarse diversas técnicas manuales, automatizadas y otras de
regulacion, decision de limites, colocacion de regiones y segmentacién de histogramas para identificar y/o
segmentar datos de agregacion plaquetaria tales como los mostrados en las figuras 7E y 7F, y se comentan técnicas
a modo de ejemplo en la publicacion de patente estadounidense n.? 2010/0111400 (“Non-Linear Histogram
Segmentation for Particle Analysis”). Segun algunas realizaciones, pueden realizarse diversas etapas de analisis de
histograma basandose en mddulo de NRBC vy técnicas de procesamiento de canal usando un sistema tal como un
analizador de hematologia.

Por tanto, tal como se muestra en las figuras 7D a 7F, las realizaciones de la presente invencion abarcan diversas
técnicas para correlacionar datos de salida de canal de médulo de NRBC con la identificacion de acontecimientos de
agregacion plaguetaria en una muestra biolégica. De esta manera, es posible obtener una razén de agregacion
plaquetaria con respecto a WBC o separar de otro modo la poblacion de agregacién plaquetaria a partir de otros
acontecimientos (por ejemplo WBC). Por ejemplo, esta técnica puede proporcionar una medida del numero de
acontecimientos de agregacién plaquetaria por cada 100 acontecimientos de glébulos blancos.

Un enfoque a modo de ejemplo para determinar un parametro de agregacién plaquetaria con respecto a WBC se
representa como etapa 740a de la figura 7A.

Determinacion de parametro de glébulos blancos

Segun algunas realizaciones, puede obtenerse un parametro de concentracién de glébulos blancos mediante un
modulo de CBC. De esta manera, es posible evaluar el nimero de acontecimientos de globulos blancos
correspondientes a un volumen unitario de muestra.

Un enfoque a modo de ejemplo para determinar un parametro de concentracion de WBC se representa como etapa
750a de la figura 7A.

Determinacion del nimero de plaquetas perdidas debido a agregacion

Una vez que se obtienen un parametro de razéon de agregacion plaquetaria con respecto a WBC, un parametro de
agregacion plaquetaria y un parametro de concentracion de WBC (por ejemplo, etapas 740a, 730a y 750a,
respectivamente, de la figura 7A), es posible determinar o estimar el nimero de plaquetas contenidas en
agregaciones, que se pierden durante el recuento de plaquetas.

Segun algunas realizaciones, el recuento de plaquetas perdidas en agregaciones, o PLT¢, puede calcularse con la
siguiente ecuacion: PLT¢ = o * (Ec/Ew)*WBC, donde Ec y Ew son el nUmero de acontecimientos de agregacion
plaquetaria y glébulos blancos, respectivamente, en el médulo de NRBC. En este caso, WBC es la concentraciéon de
glébulos blancos a partir del médulo de CBC.

Un enfoque a modo de ejemplo para determinar el nimero de plaquetas contenidas en agregaciones se representa
como etapa 760a de la figura 7A.

Determinacion del recuento de plaquetas observadas

Segun algunas realizaciones, puede obtenerse un recuento de plaquetas observadas mediante un médulo de CBC.
Sin embargo, tales recuentos de plaquetas de CBC pueden no incluir un recuento de plaquetas que se producen en
agregaciones, produciendo por tanto un recuento de plaquetas artificialmente bajo. Dicho de otro modo, el recuento
de plaquetas observadas puede referirse al niUmero de plaquetas no agregadas en una muestra.

Un enfoque a modo de ejemplo para determinar un parametro de recuento de plaquetas observadas se representa
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como etapa 770a de la figura 7A.
Determinacion del recuento de plaquetas corregido

Segun algunas realizaciones, puede determinarse un recuento de plaquetas corregido combinando un parametro de
recuento de plaquetas observadas con un parametro de recuento de plaquetas perdidas. Por ejemplo, el recuento de
plaquetas corregido puede calcularse con la siguiente ecuacion: PLTcor = PLT¢ + PLT, donde PLT es el recuento de
plaguetas observadas a partir de un moédulo de CBC.

Un enfoque a modo de ejemplo para determinar un recuento de plaquetas corregido parametro se representa como
etapa 780a de la figura 7A.

La figura 7G ilustra aspectos de un sistema de analisis de muestras biolégicas, segun realizaciones de la presente
invencion. Tal como se representa en este caso, las técnicas de andlisis de plaguetas pueden incluir determinar
parametros de volumen de agregacion plaquetaria y de razén de agregacion plaquetaria con respecto a WBC
usando la salida de canal de NRBC a partir de un médulo de VCS. Ademas, las técnicas pueden incluir determinar
parametros de recuento de plaquetas observadas, de volumen de plaqueta individual y de concentracién de WBC
usando un modulo de CBC. Lo que es mas, las técnicas pueden incluir determinar parametros de recuento de
plaquetas perdidas y de recuento de plaguetas corregido usando diversas combinaciones de pardmetros a partir de
los médulos de NRBC y CBC.

Basandose en las técnicas de correccion de recuento de plaquetas comentadas anteriormente con referencia a las
figuras 7A a 7G, puede observarse que realizaciones de la presente invencion abarcan sistemas y métodos eficaces
para enumerar y diferenciar plaquetas en una muestra de sangre usando un analizador de particulas. Tal como se
define en las reivindicaciones, las técnicas implican estimar un recuento de plaquetas corregido estimando niumeros
de plagquetas contenidas en agregaciones plaquetarias, y después afiadiendo este valor estimado al nimero de
plaquetas real contado con el fin de obtener un recuento de plaquetas total (corregido). De esta manera, pueden
tenerse en cuenta artefactos de agregacion en mediciones de plaquetas que de lo contrario pueden perderse en
sistemas automatizados (proporcionando de ese modo un recuento impreciso, o requiriendo mediciones manuales
que requieren mucho tiempo) y ajustarse de manera apropiada el recuento de plaquetas. Por ejemplo, pueden
detectarse plaquetas y agregaciones plaquetarias representando graficamente la dispersién de la luz a angulo bajo
rotada frente a la excitacién directa (por ejemplo la figura 7E) o representando graficamente la dispersién de la luz a
angulo medio superior rotada frente a la dispersiéon de la luz a angulo medio bajo (por ejemplo la figura 7F). La
técnica para aproximar los numeros de plaquetas totales tal como se describié anteriormente implica determinar el
volumen medio de agregaciones plaquetarias (por ejemplo, volumen medio global de la poblaciéon de agregacion
plaquetaria), derivar un nimero de plaquetas estimado dividiendo el valor de volumen de agregacién entre el
volumen medio de una plaqueta y multiplicar este nimero por el nimero estimado de agregaciones que tiene en
cuenta el nimero de glébulos blancos. Este nimero estimado puede afnadirse entonces al nimero real de plaquetas
detectadas para obtener un recuento de plaquetas corregido.

Ademas de la técnica de recuento de plaquetas corregido comentada anteriormente, realizaciones de la presente
invencion abarcan el uso de otras técnicas que también implican estimar un recuento de plaquetas corregido
estimando numeros de plaquetas contenidos en agregaciones plaquetarias, y después afadir este valor estimado al
numero real de plaquetas contadas con el fin de obtener un recuento de plaquetas total (corregido). Por ejemplo, la
técnica de recuento de plaquetas corregido comentada a continuacion implica usar un calculo de agregacion
plaguetaria tal como se describié anteriormente, ademas de parametros a partir de un modulo de glébulos rojos
nucleados, y funciones de distribucién de la probabilidad. Por consiguiente, realizaciones de la presente invencion
proporcionan enfoques para lograr recuentos de plaquetas corregidos que implican técnicas Unicas para cuantificar
plaquetas dentro de las agregaciones y medios para proporcionar un recuento de plaquetas corregido. De manera
similar, realizaciones de la presente invencién abarcan el uso de un sistema de andlisis celular, tal como un
analizador de hematologia, para identificar agregaciones plaquetarias a partir de un médulo de NRBC, calcular un
recuento de plaquetas perdidas en agregaciones y afiadir este niumero de recuento perdido a un recuento de
plaquetas notificadas u observadas, para obtener un recuento de plaquetas corregido.

Recuento de plaguetas corregido (método Il)

Las figuras 7H a 7J ilustran aspectos de un método a modo de ejemplo para determinar un recuento de plaquetas
corregido, segun realizaciones de la presente invencion. Tal como se muestra en la figura 7H, el método puede
implicar establecer una relacién entre un histograma 702 de plaguetas de modulo de CBC y un histograma 704 de
CC de NRBC, por ejemplo procesando perlas de latex de volumen o caracteristicas 706 conocidos mediante
médulos de CBC y NRBC, respectivamente. Tal como se muestra en este caso, puede mapearse un canal en el
histograma de plaquetas de CBC (por ejemplo en unidades de femtolitros) a un canal de CC en el médulo de NRBC,
para determinar una correlacién que puede usarse para transformar la salida de plaquetas de CBC en una salida de
CC de NRBC, tal como se indica mediante la etapa 710.

Una muestra 712 de plaquetas individuales que tiene una distribucién de tamafio de poblacién puede procesarse
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con un médulo de CBC, tal como se indica mediante la etapa 714, para obtener una salida de modulo de CBC
correspondiente a la poblacion de plaguetas individuales. Usando la correlacion obtenida en la etapa 710, es posible
mapear la salida de médulo de CBC obtenida mediante la etapa 714 a un espacio de CC de NRBC, tal como se
indica mediante la etapa 716. La salida de NRBC transformada obtenida mediante la etapa 716 puede normalizarse,
tal como se indica mediante la etapa 718, y representarse como funcién de distribucién de la probabilidad de
medidas de CC para células plaquetarias individuales, tal como se ilustra en el grafico 720.

Tal como se muestra en la figura 71, una muestra 722 de plaquetas agregadas que tiene una distribuciéon de tamano
de poblacién puede procesarse con un modulo de NRBC, tal como se indica mediante la etapa 724, para obtener
una salida de modulo de NRBC correspondiente a la poblacién de agregaciones plaquetarias. La muestra biol6gica
puede contener una poblacion de agregaciones plaquetarias, de tal manera que agregaciones mas pequefnas
contienen ndimeros menores de plaquetas (por ejemplo n=2), y agregaciones mas grandes contienen ndmeros
mayores de plaquetas (por ejemplo n=13). En algunos casos, las agregaciones plaquetarias presentes en la muestra
presentan una distribucién de poblacion, de tal manera que diferentes agregaciones incluyen diferentes nimeros de
plaguetas. Por ejemplo, algunas agregaciones de la poblacién pueden incluir 5 plaguetas, algunas agregaciones
pueden incluir 10 plaquetas, algunas agregaciones pueden incluir 20 plaquetas y asi sucesivamente. Tal como se
muestra en la etapa 724, el nimero total de acontecimientos de agregacién plaquetaria puede representarse como i.
El gréafico 726 ilustra un histograma de CC de NRBC a modo de ejemplo, en el que la medida de CC se representa
como xi. Para cada acontecimiento de agregacién identificado en el médulo de NRBC (por ejemplo mediante la
etapa 724), es posible estimar el nimero de células plaguetarias que se producen en esa agregacion, usando un
enfoque de probabilidad maxima, tal como se indica mediante la etapa 730.

Tal como se representa en el grafico 720, después de la normalizacién, el histograma resultante puede
representarse como p+(x) (donde x es el niumero de canal de CC), representando por tanto la funcion de distribucion
de la probabilidad de las medidas de CC de células plaquetarias individuales. Esa funcién de distribucion de la
probabilidad p1(x) puede someterse a convolucidn, tal como se indica en la etapa 728, para obtener una funcién de
distribucion de la probabilidad de medidas de CC para agregaciones plaguetarias que contienen multiples células
plaquetarias. Mas especificamente, es posible calcular las funciones de distribucion de la probabilidad de las
medidas de CC para agregaciones plaquetarias que contienen mdultiples células plaquetarias. La funcién de
distribucion de la probabilidad de las medidas de CC para agregaciones plaquetarias que contienen dos células
plaguetarias puede representarse mediante pz(x), que es igual a la convolucién de pi(x) y p1(x). La funcion de
distribucion de la probabilidad de las medidas de CC para agregaciones plaquetarias que contienen n células
plaquetarias se representa mediante pn(x), que es igual a la convolucion de pn-1(x) y p1(X).

Tal como se muestra en la etapa 730, para cada acontecimiento de agregacion plaquetaria (i) identificado en el
médulo de NRBC, es posible calcular el nimero de células plaquetarias en la agregacion con un enfoque de
probabilidad maxima basandose en la funcion de distribucién de la probabilidad de las medidas de CC para
agregaciones plaquetarias que contienen n células plaquetarias. De manera mas especifica, el nimero estimado de
células plaquetarias en el acontecimiento de agregacion plaquetaria i (con medida de CC xi) puede determinarse con
la siguiente ecuacion:

N; =argmax[p, (x;)]

Ie

De esta manera, puede usarse la teoria de probabilidades para determinar el nimero mas probable de las plaquetas
en una agregacion, para cada tamafo de agregacion en una poblacién de agregaciones plaquetarias. Por ejemplo,
para cada volumen observado (por ejemplo, agregacién plaquetaria que tiene un volumen conocido) en una
distribucion de volimenes, es posible estimar el nimero de plaquetas en ese volumen (por ejemplo, usando el
nimero mas probable de plaguetas por volumen unitario de agregacion). Tal como se muestra en la etapa 732, es
posible sumar todo el intervalo de tamafno de agregacién para obtener el nimero total de plaquetas que se producen
en agregaciones plaquetarias. Tal como se muestra en este caso, el nimero total puede calcularse usando la

siguiente ecuacion:
E =Y N,
i

Tal como se representa en la figura 7J, conociendo el nimero 742 total de células plaguetarias que se producen en
agregaciones plaquetarias (Ec) obtenido en la etapa 732, el recuento 744 de WBC (Ew) obtenido a partir de un
médulo de NRBC y la concentracién 746 de WBC (WBC) obtenida a partir de un médulo de CBC, es posible estimar
o calcular el recuento de plaguetas perdidas en las agregaciones plaquetarias, tal como se indica en la etapa 748.
Por ejemplo, el recuento de plaquetas perdidas en agregaciones plaquetarias puede representarse como PLT, y
calcularse como PLT. = (Ec/Ew) * WBC, donde Ew es el nimero de acontecimientos de glébulos blancos en el
médulo de NRBC y WBC es la concentracion de glébulos blancos a partir del médulo de CBC.

Puede determinarse un recuento de plaquetas observadas (PLT) mediante un médulo de CBC tal como se indica en
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la etapa 752, y puede determinarse un recuento de plaquetas corregido basandose en el recuento de plaquetas
perdidas y el recuento de plaquetas observadas tal como se indica en la etapa 754. Por ejemplo, el recuento de
plaquetas corregido puede representarse como PLTco y calcularse como PLT¢or = PLT: + PLT.

La figura 8 ilustra esquematicamente un método 800 para obtener un parametro de plaquetas (por ejemplo recuento
de plaquetas corregido) segun realizaciones de la presente invenciéon. Tal como se representa en este caso, el
método incluye obtener datos de hemograma completo (CBC), datos de volumen, conductividad y dispersion (VCS),
0 combinaciones de los mismos, a partir de muestras bioldgicas obtenidas a partir de individuos (por ejemplo
durante examen de rutina), usando un sistema de analisis celular que esta equipado para obtener parametros de
acontecimientos celulares, tal como un analizador de hematologia, tal como se indica mediante la etapa 820.
Pueden usarse parametros de CBC, parametros de VCS o combinaciones de los mismos a partir de muestras
analizadas para determinar los parametros de plaquetas, tal como se indica mediante la etapa 830. Los métodos
también pueden incluir emitir informacién de estatus de plaquetas, tal como se indica en la etapa 840.

Sistemas de andlisis

Realizaciones de la presente invencion abarcan sistemas de andlisis celular y otros dispositivos de investigacion
biol6gica automatizados que estan programados para llevar a cabo métodos de prediccion o identificacion de estatus
de plaquetas segun técnicas tal como se dan a conocer en el presente documento. Por ejemplo, un sistema que esta
equipado para obtener y/o procesar multiples parametros de detecciéon de angulo de luz, tal como un analizador de
hematologia, o procesadores u otros sistemas de médulos o informaticos asociados con el mismo o incorporados en
el mismo, pueden estar configurados para recibir como entrada valores para las diversas medidas o parametros
comentados en el presente documento, y emitir automaticamente un recuento de plaquetas predicho. El recuento
predicho puede proporcionar una indicacion de que el individuo tiene un nivel de plaquetas normal, un nivel de
plaguetas elevado o un nivel de plaquetas reducido, por ejemplo. En algunos casos, un sistema que estéa equipado
para obtener y/o procesar multiples parametros de deteccion de angulo de luz, tal como un analizador de
hematologia, puede incluir un procesador o medio de almacenamiento que esta configurado para implementar
automaticamente un andlisis de plaquetas, mediante lo cual datos obtenidos a partir de una muestra biolégica
analizada mediante un sistema que esta equipado para obtener multiples parametros de deteccién de angulo de luz,
tal como un analizador de hematologia, también se procesan mediante un sistema que esta equipado para obtener
y/o procesar multiples parametros de deteccion de angulo de luz, tal como un analizador de hematologia, y se
proporciona o se emite una prediccién o indicacion de plaquetas mediante el sistema que estd equipado para
obtener y/o procesar multiples parametros de deteccién de angulo de luz, tal como un analizador de hematologia,
basandose en los datos analizados.

La figura 9 representa aspectos de un médulo 900 de CBC a modo de ejemplo, seguln realizaciones de la presente
invencion. Tales médulos de CBC, que pueden formar parte de un sistema tal como un analizador de hematologia,
pueden funcionar para controlar o llevar a cabo diversas funciones mecéanicas asi como funciones de medicién
electronica o fotométrica para el recuento o la evaluacion de células de WBC, RBC y PLT y mediciones de
hemoglobina. Puede usarse un médulo de CBC a modo de ejemplo para preparar las muestras para el andlisis de
CBC y para generar medidas de parametros de CBC mediante conjuntos de bafio de abertura (por ejemplo bafo
910 de WBC y bafno 920 de RBC).

Pueden contarse elementos celulares de la sangre (por ejemplo eritrocitos, leucocitos y plaquetas) usando métodos
de impedancia eléctrica. Por ejemplo, puede dividirse una muestra de sangre completa aspirada en dos alicuotas y
mezclarse con un diluyente isotonico. La primera dilucion puede suministrarse al bafio 920 de abertura de RBC, y la
segunda puede suministrarse al bafio 910 de abertura de WBC. En la camara de RBC, pueden contarse tanto RBC
como plaquetas y distinguirse mediante impedancia eléctrica a medida que las células pasan a través de aberturas
de deteccién. Por ejemplo, pueden contarse particulas de entre 2 y 20 fl como plaquetas, y aquellas de mas de 36 fl
pueden contarse como RBC. Para el procesamiento en cadmara de WBC, puede afadirse un reactivo de lisis de RBC
a la alicuota de dilucién de WBC para someter a lisis los RBC y liberar hemoglobina, y después pueden contarse los
WBC mediante impedancia en aberturas de deteccién del bafio de WBC. En algunos casos, los bafios pueden incluir
multiples aberturas. Por tanto, por ejemplo, puede obtenerse un recuento de acontecimientos de plaquetas usado en
una técnica de enumeracion de plaguetas usando un bafio de abertura triple de RBC. De manera similar, puede
obtenerse un andlisis de acontecimientos de WBC (tal como concentraciéon de WBC) usado en una técnica de
enumeracion de plaguetas usando un bafo de abertura triple de WBC.

Una técnica de preparacion de muestras de CBC a modo de ejemplo puede incluir dos procedimientos, adquisicion
de muestra y suministro de muestra. La adquisicién de muestra puede producirse cuando se aspiran 165 ul de
muestra de paciente y se dirigen a una véalvula de toma de muestras de sangre (BSV), por ejemplo tal como se
representa en la figura 7G. La BSV puede funcionar para dirigir volimenes especificos de la muestra de paciente
con los reactivos de analizador de hematologia para su suministro a los dos bafos de abertura triple. La muestra de
paciente y los reactivos de analizador de hematologia pueden suministrarse a la parte inferior de bafios de abertura
a un angulo que, con un disefio redondo, permite que la muestra y los reactivos se mezclen exhaustivamente sin
mezclar burbujas. Después puede prepararse la muestra para su medicion y andlisis. Segun algunas realizaciones,
en el bano de WBC, pueden combinarse 6,0 ml (£1,0%) de diluyente de analizador de hematologia y 28 ul de
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muestra con 1,08 ml (x1,0%) de lisis celular de analizador de hematologia para una dilucion final de 1:251. Segun
algunas realizaciones, en el bafo de RBC, pueden combinarse 10 ml (+1,0%) de diluyente de analizador de
hematologia y 1,6 ul de muestra para una dilucion final de 1:6250. Después de mezclarse la muestra de paciente y
los reactivos de analizador de hematologia, pueden aplicarse vacio y corriente de abertura a las aberturas para las
mediciones de recuento celular y volumen celular. Los recuentos de RBC y PLT también pueden incluir la aplicacién
de flujo de barrido para impedir la recirculacién de células cerca de la abertura. En determinadas realizaciones, la
adquisicion de datos para RBC y PLT puede ser de hasta un maximo de 20 segundos y para WBC un maximo de
10 segundos. En determinadas realizaciones, todos los pulsos analdgicos generados mediante los conjuntos de
abertura pueden amplificarse mediante una tarjeta preamplificadora y después enviarse a una tarjeta de analizador
de acondicionamiento de sefial de CBC para una conversién de analdgico a digital y extraccién de parametros.
Segun algunas realizaciones, puede usarse un sistema tal como un analizador de hematologia para medir multiples
parametros para cada acontecimiento celular, y puede usarse un procedimiento de extraccion de parametros
digitales para proporcionar medidas digitales tales como tiempo, volumen (atributos de pulso incluyendo amplitud y
anchura de pulso), recuento y tasa de recuento, y tiempo de espera. Tales medidas pueden usarse, opcionalmente
por un sistema tal como un analizador de hematologia, para la edicion de pulsos, correccién de coincidencia,
votacion de recuento, generacién de histogramas para WBC, RBC y PLT, votacién de histograma, analisis de
patrones y correccién de interferencias, y similares.

La figura 10A representa aspectos de una camara de procesamiento de NRBC a modo de ejemplo, segun
realizaciones de la presente invencién. De manera relacionada, la figura 10B representa aspectos de un ciclo de
procesamiento de NRBC a modo de ejemplo, segln realizaciones de la presente invencion. Tal como se muestra en
este caso, puede diluirse una porcion de la muestra de sangre y tratarse con un reactivo de lisis para retirar de
manera selectiva glébulos rojos no nucleados al tiempo que se mantienen los NRBC, WBC y cualquier plaqueta o
residuo celular que pueda estar presente en un estado predecible. Un protocolo de andlisis de NRBC a modo de
ejemplo puede incluir suministrar sangre a la cdmara de NRBC, poner en contacto la cantidad de sangre con un
agente de lisis celular (por ejemplo mezclando la sangre y el agente de lisis), transportar la mezcla hasta una celda
de flujo para su andlisis y presentar los resultados.

Cada uno de los calculos u operaciones descritos en el presente documento pueden realizarse usando un ordenador
u otro procesador que tiene hardware, software y/o firmware. Las diversas etapas de método pueden realizarse
mediante modulos, y los médulos pueden comprender cualquiera de una amplia variedad de hardware y/o software
de procesamiento de datos digitales y/o analdgicos dispuestos para realizar las etapas de método descritas en el
presente documento. Los médulos comprenden opcionalmente hardware de procesamiento de datos adaptado para
realizar una 0 mas de estas etapas al tener cédigo de programacién de maquina apropiado asociado con el mismo,
estando los mddulos para dos o mas etapas (o porciones de dos 0 mas etapas) integrados en una Unica placa de
procesador o separados en placas de procesador diferentes en cualquiera de una amplia variedad de arquitecturas
de procesamiento integradas y/o distribuidas. Estos métodos y sistemas emplean unos medios tangibles que
implementan cédigo legible por maquina con instrucciones para realizar las etapas de método descritas
anteriormente. Los medios tangibles adecuados pueden comprender una memoria (incluyendo una memoria volatil
y/0 una memoria no volatil), unos medios de almacenamiento (tales como una grabacion magnética en un disquete,
un disco duro, una cinta o similares; en una memoria 6ptica tal como un CD, un CD-R/W, un CD-ROM, un DVD o
similares; o cualquier otro medio de almacenamiento digital o analdgico) o similares.

Son posibles diferentes disposiciones de los componentes representados en los dibujos o descritos anteriormente,
asi como componentes y etapas no mostrados o descritos. De manera similar, algunas caracteristicas y
combinaciones secundarias son Utiles y pueden emplearse sin referencia a otras caracteristicas y combinaciones
secundarias. Se han descrito realizaciones de la invencién con fines ilustrativos y no restrictivos, y realizaciones
alternativas resultaran evidentes para los lectores de esta patente. En determinados casos, pueden realizarse o
ejecutarse etapas de método u operaciones en un orden diferente, o pueden afadirse, eliminarse o modificarse
operaciones. Puede apreciarse que, en determinados aspectos de la invencion, puede sustituirse un Unico
componente por multiples componentes, y pueden sustituirse multiples componentes por un Unico componente, para
proporcionar un elemento o estructura o para realizar una funcién o funciones dadas. Excepto cuando tal sustitucién
no resulte operativa para la practica de determinadas realizaciones de la invencion, se considera que tal sustitucién
esté dentro del alcance de la invencion.

Son posibles diferentes disposiciones de los componentes representados en los dibujos o descritos anteriormente,
asi como componentes y etapas no mostrados o descritos. De manera similar, algunas caracteristicas y
combinaciones secundarias son utiles y pueden emplearse sin referencia a otras caracteristicas y combinaciones
secundarias. Se han descrito realizaciones de la invencién con fines ilustrativos y no restrictivos, y realizaciones
alternativas resultaran evidentes para los lectores de esta patente.
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REIVINDICACIONES

Sistema de hematologia para determinar un recuento de plaguetas en una muestra biologica,
comprendiendo el sistema un primer médulo configurado para determinar un recuento de agregaciones
plaquetarias y un recuento de glébulos blancos en el que el sistema comprende ademas:

un segundo modulo configurado para determinar un recuento de plaquetas observadas y una concentracion
de glébulos blancos; y

un modulo de procesamiento de datos en conectividad con el primer modulo y el segundo médulo, en el
que el médulo de procesamiento de datos comprende un procesador y un medio tangible legible por
ordenador, estando el medio legible por ordenador programado con una aplicacién informatica que, cuando
se ejecuta por el procesador, hace que el procesador determine el recuento de plaquetas basandose en la
suma del recuento de plaquetas observadas y un recuento de plaquetas perdidas, en el que el recuento de
plaquetas perdidas comprende un producto de multiplicacién de un primer factor y un segundo factor,
basandose el primer factor en una estimacién del nimero total de células plaquetarias que se producen en
las agregaciones plaquetarias y el recuento de glébulos blancos, y siendo el segundo factor la
concentracion de glébulos blancos.

Sistema segun la reivindicacion 1, en el que el primer médulo comprende ademas:

un elemento Optico que tiene una zona de interrogacion de células;

una trayectoria de flujo configurada para suministrar una corriente hidrodindmicamente enfocada
de la muestra bioldgica hacia la zona de interrogacion de células;

un conjunto de electrodo configurado para medir la impedancia de corriente continua (CC) de
células de la muestra bioldégica que pasan de manera individual a través de la zona de
interrogacion de células;

una fuente de luz orientada para dirigir un haz de luz a lo largo de un eje de haz para irradiar las
células de la muestra bioldégica que pasan de manera individual a través de la zona de
interrogacion de células;

un conjunto de deteccién de luz 6pticamente acoplado a la zona de interrogacion de células para
medir luz dispersada por, y transmitida a través de, las células irradiadas de la muestra biologica,
estando el conjunto de deteccion de luz configurado para medir:

una primera luz propagada a partir de las células irradiadas dentro de un primer intervalo
de angulos con respecto al eje de haz de luz;

una segunda luz propagada a partir de las células irradiadas dentro de un segundo
intervalo de angulos con respecto al eje de haz de luz, siendo el segundo intervalo
diferente del primer intervalo; y

una luz axial propagada a partir de las células irradiadas a lo largo del eje de haz.

Sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 é 2, en el que el segundo mdédulo comprende
ademas:

un primer bafio de abertura configurado para determinar el recuento de plaquetas observadas; y
un segundo bafo de abertura configurado para determinar la concentracién de glébulos blancos.

Sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el recuento de plaquetas perdidas
comprende un producto de multiplicacién del primer factor, el segundo factor y un tercer factor, y en el que
el primer modulo esta configurado para determinar un volumen de agregacion plaquetaria y el segundo
madulo esta configurado para determinar un volumen de plaqueta individual, comprendiendo el tercer factor
una razon del volumen de agregacion plaquetaria con respecto al volumen de plaqueta individual, y
comprendiendo el primer factor una razén de la estimacion del nimero total de células plaquetarias que se
producen en agregaciones plaquetarias con respecto al recuento de glébulos blancos.

Sistema segun la reivindicacion 4, en el que el primer médulo esta configurado para determinar el recuento
de agregaciones plaquetarias basandose en una medida de luz que comprende un miembro seleccionado
del grupo que consiste en una medida de dispersion de la luz a angulo inferior rotada (RLALS), una medida
de dispersién de la luz a angulo medio inferior extendido (ELMALS), una medida de dispersion de la luz a
angulo medio superior rotada (RUMALS) y una medida de pérdida de luz axial (ALL).

Sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la aplicacién informética del médulo
de procesamiento de datos, cuando se ejecuta por el procesador, hace que el procesador determine un
numero respectivo de células plaquetarias para cada agregacion plaquetaria basandose en una funcion de
distribucion de la probabilidad y determine un nimero total de células plaquetarias que se producen en
agregaciones plaquetarias basandose en una suma de los nimeros respectivos de células plaquetarias
para cada agregacion plaquetaria, y en el que el primer factor comprende una razén del nimero total de
células plaquetarias que se producen en agregaciones plaquetarias con respecto al recuento de glébulos
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blancos.

Sistema segun la reivindicacion 6, en el que el primer médulo esta configurado para determinar el recuento
de agregaciones plaquetarias basandose en una medida de impedancia de corriente (CC).

Sistema segun las reivindicaciones 1-7, en el que:

(a) el primer médulo es un médulo de volumen, conductividad y dispersién (VCS); y/o
(b) el segundo médulo es un médulo de hemograma completo (CBC).

Sistema segun las reivindicaciones 1-8, en el que:

(a) el primer bafio de abertura comprende un bafo de abertura de glébulos rojos y el segundo
bafno de abertura comprende un bafo de abertura de glébulos blancos; y/o

(b) el primer médulo es un médulo de glébulos rojos nucleados; y/o

(c) la muestra biol6gica comprende una muestra de sangre de un individuo.

Método automatizado para determinar un recuento de plaquetas en una muestra bioldgica, comprendiendo
el método:

determinar, usando un primer moédulo, un recuento de agregaciones plaquetarias y un recuento de
gldbulos blancos en el que el método comprende ademas:

determinar, usando un segundo modulo, un recuento de plaguetas observadas y una
concentracién de globulos blancos; y

determinar, usando un médulo de procesamiento de datos, el recuento de plaquetas basandose en
la suma del recuento de plaquetas observadas y un recuento de plaquetas perdidas, en el que el
recuento de plaquetas perdidas comprende un producto de multiplicacion de un primer factor y un
segundo factor, basandose el primer factor en una estimacion del ndmero total de células
plaquetarias que se producen en las agregaciones plaquetarias y el recuento de glébulos blancos,
y siendo el segundo factor la concentracion de glébulos blancos, en el que ademas el médulo de
procesamiento de datos comprende un procesador y un medio tangible legible por ordenador que
esta programado con una aplicacion informatica que, cuando se ejecuta por el procesador, hace
que el procesador determine el recuento de plaquetas.

Método segun la reivindicacion 10, en el que determinar el recuento de agregaciones plaquetarias y el
recuento de glébulos blancos usando el primer médulo comprende:

suministrar una corriente hidrodinamicamente enfocada de la muestra biol6égica hacia una zona de
interrogacion de células de un elemento 6ptico;

medir, con un conjunto de electrodo, impedancia de corriente (CC) de células de la muestra
biolégica que pasan de manera individual a través de la zona de interrogacién de células;

irradiar, con un haz de luz que tiene un eje, células de la muestra biolégica que pasan de manera
individual a través de la zona de interrogacion de células;

medir, con un conjunto de deteccion de luz, una primera luz propagada a partir de las células
irradiadas dentro de un primer intervalo de angulos con respecto al eje de haz;

medir, con el conjunto de detecciéon de luz, una segunda luz propagada a partir de las células
irradiadas dentro de un segundo intervalo de angulos con respecto al eje de haz, siendo el
segundo intervalo diferente del primer intervalo; y

medir, con el conjunto de deteccion de luz, luz axial propagada a partir de las células irradiadas a
lo largo del eje de haz.

Método segun la reivindicacion 10 u 11, en el que determinar el recuento de plaquetas observadas y la
concentracién de glébulos blancos usando el segundo médulo comprende analizar la muestra biolégica con
un primer bano de abertura configurado para determinar el recuento de plaquetas observadas, y con un
segundo bafo de abertura configurado para determinar la concentracién de glébulos blancos.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12:

(a) que comprende ademas determinar un volumen de agregacion plaquetaria usando el primer
madulo y un volumen de plaqueta individual usando el segundo médulo, en el que el recuento de
plaquetas perdidas comprende un producto de multiplicacion del primer factor, el segundo factor y
un tercer factor, comprendiendo el tercer factor una razén del volumen de agregacién plaquetaria
con respecto al volumen de plaqueta individual, y comprendiendo el primer factor una razén de la
estimacion del nimero total de células plaquetarias que se producen en agregaciones plaquetarias
con respecto al recuento de glébulos blancos; y/o
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(b) en el que el primer modulo determina el recuento de agregaciones plaquetarias basandose en
una medida de luz que comprende un miembro seleccionado del grupo que consiste en una
medida de dispersién de la luz a angulo inferior rotada (RLALS), una medida de dispersién de la
luz a angulo medio inferior extendido (ELMALS), una medida de dispersiéon de la luz a angulo
medio superior rotada (RUMALS) y una medida de pérdida de luz axial (ALL).

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que la aplicacién informatica del modulo
de procesamiento de datos, cuando se ejecuta por el procesador, hace que el procesador determine un
numero respectivo de células plaquetarias para cada agregacion plaquetaria basandose en una funcion de
distribucion de la probabilidad y determina un numero total de células plaquetarias que se producen en
agregaciones plaquetarias basandose en una suma de los nimeros respectivos de células plaquetarias
para cada agregacion plaquetaria, y en el que el primer factor comprende una razén del nimero total de
células plaquetarias que se producen en agregaciones plaquetarias con respecto al acontecimiento de
gldébulos blancos, opcionalmente en el que el primer médulo determina el acontecimiento de agregaciones
plaquetarias basandose en una medida de impedancia de corriente (CC).

Método segun:

(a) una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 que se realiza usando un sistema segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9; o

(b) el método segun la reivindicacion 13 que se realiza usando un sistema segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5 o las reivindicaciones 8 6 9 cuando dependen de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5; 0

(c) el método segun la reivindicacién 14 que se realiza usando un sistema segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, 6 6 7, o las reivindicaciones 8 6 9 cuando dependen de una cualquiera
de las reivindicaciones 1a 3,6y 7.
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