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DESCRIPCION
Celdas de flujo dptico monoliticas y método de fabricacién
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

Esta invencion se refiere de manera general a aparatos y a métodos para diferenciar tipos constituyentes de cuerpos
formados (por ejemplo, células u otras particulas pequenas) en muestras liquidas (por ejemplo, sangre completa u
otros liquidos de suspension de particulas). Mas particularmente, esta invencion se refiere a mejoras en celdas de
flujo dptico del tipo habitualmente usado en citometros de flujo (por ejemplo, instrumentos de citdbmetros de flujo de
hematologia y fluorescencia) que funcionan para detectar, diferenciar y caracterizar cuerpos formados mediante
diversos medios de transduccion éptica, preferiblemente en combinacion con parametros no épticos adquiridos
mediante el principio de Coulter. La invencion se refiere ademas a mejoras en métodos para producir celdas de flujo
Optico, mediante los cuales se proporciona un canal de flujo de seccion transversal poligonal dentro de un elemento
transparente monolitico.

2. Discusion de la técnica anterior

Resulta practica habitual automatizar andlisis de liquidos corporales de pacientes como ayuda en el diagnéstico del
estado de salud de un paciente. Tales andlisis incluyen normalmente hacer fluir una porcién preparada de tales
liquidos corporales a través de un transductor para derivar determinados parametros caracteristicos de varios tipos o
subpoblaciones diferentes de cuerpos formados constituyentes en los mismos, diferenciar y enumerar los diversos
tipos o subpoblaciones de los cuerpos formados basandose en los pardametros derivados, y procesar o correlacionar
la informacion resultante para proporcionar diagnésticos deseados. Por ejemplo, estas tareas pueden lograrse para
sangre completa mediante caracterizacion de células sanguineas en la misma mediante citometros de flujo y
analizadores de hematologia automatizados convencionales.

El limite de rendimiento fundamental de instrumentos del tipo indicado anteriormente se origina en la transduccién
de propiedades de cuerpos formados para dar los parametros caracterizantes usados para asignar cuerpos
formados individuales a subpoblaciones especificas. Para muchas aplicaciones, los métodos de transduccion éptica
solo proporcionan medios eficaces para caracterizar cuerpos formados. En estas aplicaciones, una porcién de una
muestra preparada se interroga con radiacion éptica a medida que fluye a través de un canal formado en un
elemento Opticamente transparente, o celda de flujo, que forma una porciéon de un transductor optoeléctrico.
Fotodetectores adecuados, que también forman parte del transductor, estan posicionados para detectar diversos
parametros Opticos a partir del cuerpo formado irradiado, incluyendo, por ejemplo, su absorbancia 6ptica del haz de
interrogacion, su fluorescencia a diferentes longitudes de onda y su efecto de dispersion de luz dentro de uno o mas
intervalos angulares. En estas aplicaciones sélo 6pticas, se apreciara que el alcance fisico del canal de celda de
flujo puede ser relativamente grande sin afectar de manera adversa a la determinacién de estos parametros 6pticos.
Sin embargo, en otras aplicaciones de citometria en las que tales pardametros 6pticos se combinan con parametros
no dpticos determinados de manera simultanea, en particular los basados en el principio de Coulter (comentado mas
adelante), la seccion transversal y longitud del canal de celda de flujo deben restringirse drasticamente para lograr
una intensidad de sefal adecuada.

Debido a la baja sensibilidad de los métodos de deteccion dptica que existian entonces, W. H. Coulter disefié un
método electronico para caracterizar cuerpos formados diminutos suspendidos en un liquido. El principio de Coulter
bien conocido permite la determinacion del volumen de cuerpos formados, haciendo fluir una porcion de muestra
preparada en un liquido eléctricamente conductor a través de un conducto de deteccién de particulas (o volimetro)
de manera simultdnea con corriente eléctrica. La resistividad eléctrica del liquido de suspension de particulas difiere
de la de las particulas, permitiendo el contraste eléctrico contar y dimensionar particulas que transitan por el
conducto de volumetro. Aunque se comentaron otras geometrias en la patente estadounidense n.? 2.656.508 de
Coulter, los conductos de volumetro son habitualmente perforaciones cilindricas en una oblea aislante delgada,
determinando el area de la seccién transversal y la longitud del conducto la sensibilidad volumétrica, volumen de
coincidencia y dimensiéon maxima que puede pasar de cuerpos formados; por tanto, los diametros de conducto son
normalmente como maximo un orden de magnitud mayor que el diametro de los cuerpos formados tipicos que van a
analizarse. El conducto de volumetro forma la Unica comunicacién de fluido entre dos camaras aislantes, sin ningun
requisito sobre las caracteristicas Opticas del material de oblea que rodea el conducto. Normalmente, se proporciona
una corriente continua (CC) a través del conducto, y se adquieren sefiales de volumen de Coulter resistivas (V)
mediante un par de electrodos posicionados fuera de los extremos opuestos del conducto de volumetro. Sin
embargo, en la patente estadounidense n.? 3.502.974 concedida a W.H. Coulter y W. R. Hogg, se proporcion6 una
corriente de excitacion que incluia al menos una corriente alterna (CA) a través del conducto, permitiendo asi la
determinacion de las componentes no soélo resistiva sino también reactiva de la corriente de conducto resultante a
partir de su modulacién mediante el paso de un cuerpo formado. Cuando tales corrientes incluyen una que tiene una
frecuencia en el intervalo de radiofrecuencia (RF) (por ejemplo, 23 MHz), las componentes respectivas permiten la
estimacion del volumen (V) y la conductividad eléctrica (C) de un cuerpo formado, y se dice que la razén de las
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componentes reactivas frente a las resistivas es la “opacidad” del cuerpo formado.

En la patente estadounidense n.? 6.228.652 legalmente cedida (a continuacion en el presente documento, la patente
’652), se da a conocer un aparato que puede proporcionar adquisiciéon simultanea de diversas sefiales dpticas, V de
Coulter y C de Coulter a partir de un cuerpo formado individual, con posterior diferenciacién de subpoblaciones de
cuerpos formados en sangre completa basandose en las mismas. En la patente ’652 la celda de flujo preferida
comprende un elemento Opticamente transparente que tiene una envolvente exterior prismatica de seccion
transversal cuadrada, que mide aproximadamente 4,2 mm en cada lado, y que tiene una longitud de
aproximadamente 6,3 mm. (Tal como se usa en el presente documento, el término “prismatico” se refiere a cualquier
figura tridimensional compuesta por tres 0 mas lados intersecantes que son planos, y un par de extremos opuestos
que tienen forma poligonal. “Poligonal” se usa en el presente documento para hacer referencia a cualquier figura
plana cerrada que tiene al menos tres lados sustancialmente rectos, y “plano” tal como se usa en el presente
documento se refiere a una superficie que tiene un area que es predominantemente plana). Ubicado de manera
central dentro de tal elemento prismatico hay un conducto de volumetro prismatico que tiene una seccion transversal
cuadrada de aproximadamente 50 micrometros en cada lado y una longitud de aproximadamente 65 micrometros; la
seccidn transversal y longitud relativamente pequefias del conducto son necesarias para alcanzar una sensibilidad
volumétrica y volumen de coincidencia razonables para adquirir dichas sefales de V y C. Por tanto, la razén de las
areas de la seccién transversal respectivas de dicho conducto y dicha envolvente es de aproximadamente 0,00014,
y el grosor de pared es de aproximadamente 2,075 mm. Para limitar de manera aceptable el contenido de
aberraciones de sefiales Opticas, las superficies de la envolvente prismatica y el conducto deben ser
sustancialmente paralelas, con planitud Optica. Esta combinacion de geometrias en seccién transversal
cuadrada/cuadrada, grosor de pared, paralelismo de superficies de pared y planitud de pared es dificil de lograr.

Para fabricar celdas de flujo prismaticas del tipo descrito en la patente 652, se ha usado un procedimiento de
planarizacion relativamente complejo en el que se pulen cuatro placas transparentes, por ejemplo, una forma de
silice (SiO2, habitualmente denominado cuarzo), hasta un grosor predeterminado y se someten a acabado y se
ensamblan tal como se muestra en la figura 13. Durante el ensamblaje, un par de dichas placas CC1 y CCS3 se
separa por el otro par CC2 y CC4 para formar dos paredes de celda 30 de flujo, estando el par de placas de
separacion de grosor igual separadas de manera apropiada una distancia predeterminada de modo que sus bordes
opuestos completan un canal Z interno. Preferiblemente, estos elementos complementarios independientes tienen
dimensiones apropiadas y se unen en sus superficies de contacto mediante una técnica de fusién para formar un
vastago prismatico que tiene un canal interno, recto, que se extiende longitudinalmente, con una seccién transversal
cuadrada deseada en el mismo. Después se corta este vastago hasta una longitud deseada, por ejemplo, de
6,3 mm, y se pule hasta la geometria y dimensiones externas deseadas para formar una celda de flujo que tiene una
envolvente prismatica, por ejemplo, lados 50 opuestos en la figura 13 que tienen una separacion de parte plana a
parte plana de 4,2 mm. Tales celdas de flujo que tienen canales de flujo prismaticos de seccion longitudinal
constante pero de diversas secciones transversales, tanto cuadradas como rectangulares, se han producido
haciendo variar el grosor y la separacién de las dos placas de separacion que separan las dos ventanas. Se forma
un conducto de volumetro prismatico, por ejemplo, el conducto cuadrado de 50 micrometros por 50 micrémetros
descrito anteriormente, en tales celdas de flujo perforando el canal cuadrado desde ambos extremos hasta un
diametro adecuado (por ejemplo, 1,25 mm), dejando in situ una longitud corta (por ejemplo, 65 micrometros) del
canal original en el centro de la celda de flujo que desemboca en cada extremo en un pequefio rebaje en forma de
copa (por ejemplo, con un radio de aproximadamente 600 micrometros) sustancialmente tangente a un cono de
90 grados coaxial con el canal original y continuo con las perforaciones de extremo. La seccién de canal longitudinal
resultante es de tal manera que el liquido de muestra en un liquido de proteccion de enfoque hidrodinamico pasa de
manera central a través del conducto de volimetro dentro de la celda de flujo. Otras realizaciones de celdas de flujo
producidas mediante el procedimiento de planarizacién se han adaptado para funcionar en citometros de flujo de
fluorescencia tales como los analizadores para investigacion XL y FC500, asi como el clasificador celular Altra™,
todos ellos producidos y comercializados por Beckman Coulter, Inc. (celdas de flujo de una sola pieza adecuadas
para su aplicacion en estos instrumentos y producidas mediante el método de la presente invencion se ilustran
respectivamente en las figuras 9, 10 y 11 y se comentaran como realizaciones).

Aunque se han producido celdas de flujo prismaticas Utiles mediante el procedimiento de planarizacion
anteriormente descrito, el rendimiento de celdas de flujo que funcionan de manera fiable procesadas para contener
un conducto de volimetro ha demostrado ser muy bajo, normalmente de menos de 1 de cada 3. Para cuerpos
formados que transitan por el conducto Z de volumetro interno de celdas de flujo Gtiles (por ejemplo, BC2 en la figura
13), las sefales Opticas adquiridas a través de las dos ventanas pueden ser sustancialmente repetibles (por ejemplo,
las sefales de dispersion frontal (FS) resultantes de un sensor colocado fuera de la ventana CC1 y en el eje 6ptico
OA opuesta a la ventana CC3 de entrada para el haz B de radiacion en la figura 13). Sin embargo, las adquiridas a
través de las dos paredes que comprenden placas de separacién (por ejemplo, sefal de fluorescencia (F) adquirida
a través de CC2 y sefal de dispersion lateral (SS) adquirida a través de CC4 en la figura 13) demuestran tanto
sensibilidad frente a la posicién de haz de excitacion en casos individuales como variabilidad de unidad a unidad en
las sefales Opticas resultantes. De manera maés importante, las celdas de flujo producidas mediante el
procedimiento de planarizacién (por ejemplo, la celda 30 de flujo en la figura 13) son propensas a modos de fallo
posteriores: en primer lugar, irregularidades y cavidades de aire en las uniones fusionadas caracteristicas del
enfoque de planarizacion dan como resultado calentamiento localizado debido a la componente de RF de la
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corriente de excitacion de conducto, con el consiguiente fallo de la unién; en segundo lugar, algunas celdas de flujo
que demuestran longevidad con la exposicion a RF muestran una variabilidad de unidad a unidad dependiente de la
unién en las senales dpticas, aunque las uniones estén posicionadas simétricamente con respecto al eje de
excitacién optica; en tercer lugar, las imperfecciones de uniones tienden a agrandarse cuando los flujos de muestra
van acompafados por presion ciclica significativa; y finalmente, las celdas de flujo que se dejan en aparatos
almacenados tienden a separarse a lo largo de las uniones debido a la cristalizacion de sales si se deja que se
evaporen reactivos residuales.

También se han usado procedimientos de produccion mas complejos, en los que se ensamblan de manera
apropiada diversos solidos transparentes de geometria predeterminada, para producir celdas de flujo dptico que
tienen conductos de volumetro prismaticos de una geometria y dimensiones deseadas. La patente estadounidense
n.? 4.348.107 legalmente cedida (a continuacion en el presente documento, la patente '107) da a conocer celdas de
flujo éptico en las que un conducto de volimetro que tiene una seccion transversal preferiblemente cuadrada esta
contenido dentro de una envolvente que tiene una superficie esférica exterior u otra superficie de revolucion. (En las
figuras 12A, 12B y 12C se ilustran celdas de flujo de una sola pieza que tienen esta envolvente, pero producidas
mediante el método de la presente invencion, y se comentardn como realizaciones). Tal como se ilustra en la
patente '107, tales celdas de flujo se producen uniendo entre si cuatro pirdmides de base cuadrada,
complementarias, truncadas, formadas de un material transparente (por ejemplo, cuarzo). El vértice en cada
pirdmide esta pulido hasta una profundidad calculada para producir un lado del conducto de volumetro deseado, y
después se ensamblan de manera apropiada las piramides y se unen de manera adhesiva entre si de modo que los
vértices truncados forman un conducto prismatico cuadrado sin obstrucciones, formando las caras adyacentes de las
piramides unidas una seccion longitudinal en seccién decreciente en uno o ambos extremos del conducto. Aunque
pueden adquirirse sefnales Opticas a través de las paredes planas de la envolvente prismatica resultante, se prefiere
que medios no especificados en la patente '107 doten entonces a la celda de flujo de una envolvente formada como
superficie de revolucién. Una extensién que permite el acoplamiento del liquido de muestra y un liquido de
proteccion de enfoque hidrodindmico a través del conducto se sella a la celda de flujo resultante, en el punto en el
que su superficie se interseca por una o ambas de las aproximaciones formadas por los lados expuestos de las
cuatro piramides. La patente '107 indica que las caracteristicas pticas y mecanicas de dicha estructura demostraron
ser inferiores a las 6ptimas, presentando posiblemente fluorescencia las uniones adhesivas o separandose, pero no
proporciona ningin método de unién alternativo. Una comparacién tedrica de las propiedades oOpticas de la
estructura de celda de flujo de la patente 107 idealizada con las de una celda de flujo que tiene una seccién
transversal cuadrada en una envolvente prismatica cuadrada, se public6 en Applied Optics (26:3244-3248, 1987) por
el inventor y uno de los presentes coinventores; no se describié ningin método para la produccién de ninguna de las
estructuras de celda de flujo. El inventor y otros colaboradores verificaron posteriormente algunas de esas
predicciones teoricas en una segunda comparacion (Cytometry 20:185-190, 1995) usando una realizacién de la
celda de flujo de la patente 107 que tenia las cuatro piramides fusionadas entre si, evitando por tanto dichos
problemas de unién adhesiva, y una celda de flujo cilindrica monolitica tal como se usa en instrumentos de
hematologia automatizados fabricados y comercializados por Beckman Coulter, Inc. (comentado méas adelante); la
figura 2 en esta publicacion muestra la celda de flujo de la patente '107 sellada, después de la produccién de una
envolvente exterior esférica pulida, entre extensiones de las cadmaras de plastico que alojan electrodos que permiten
la adquisicion de sefiales de V y C de Coulter. Tal como se da a conocer en las patentes estadounidenses n.”
4.673.288 y 4.818.103, se han usado variaciones del enfoque dado a conocer en la patente '107 para proporcionar
conductos de volumetro prismaticos que tienen una seccion transversal triangular en una envolvente de forma
similar, diciéndose que estructuras cuadradas, de cinco lados, etc., estan dentro del alcance de la invencién. Para
permitir la recogida eficiente mediante un objetivo de microscopio de sefales dpticas a partir de tales conductos de
volumetro triangulares, en la solicitud de patente estadounidense 2007/0085997 se sitla una placa transparente
delgada (ventana) para una de las piramides truncadas, completdndose la envolvente mediante los dos
componentes complementarios restantes modificados para facilitar la interrogacion de cuerpos formados mediante
radiacion Optica a través de sus paredes; este enfoque se implementa en el citbmetro Quanta™ comercializado por
Beckman Coulter, Inc. Tal como se apreciard, se requieren multiples uniones, sujetas a las mismas desventajas que
las que se producen en el procedimiento de planarizacion anteriormente descrito, en celdas de flujo que incluyen
una pluralidad de tales elementos fusionados. Ademas, las demandas de mecanizar los vértices a partir de mdaltiples
elementos, ensamblar los elementos entre si y unirlos para obtener conductos poligonales repetibles que tienen las
dimensiones de conducto deseadas hacen que este enfoque sea tanto mas costoso como incluso menos atractivo
como procedimiento de produccién. Este enfoque se vuelve cada vez mas desventajoso a medida que aumenta el
ndmero de caras prismaticas.

En la caracterizacion de diversos tipos de cuerpos formados mediante técnicas citométricas, una necesidad
recurrente es adquirir de manera simultanea varios tipos diferentes de sefales Opticas resultantes de la interaccion
de los cuerpos formados con una o mas fuentes de radiacion, es decir, alguna combinacién seleccionada de sefiales
de fluorescencia (F) de multiples longitudes de onda, sefales de absorcion (A) y sefiales de dispersion (S) tales
como senales de dispersion frontal (FS), dispersion lateral (SS) o retrodispersion (BS); en tales aplicaciones, las
cuatro caras externas en una celda de flujo prismatica cuadrada/cuadrada requieren que una pluralidad de sensores
vean una zona de interrogacioén a través de éptica compleja de divisién de haz y/o diferenciacién de longitud de onda
lo que, ademas de anadir coste, introduce dificultades de alineacién y otras dificultades épticas. Puede abordarse
este problema afiadiendo mas caras a la envolvente y conducto de voliumetro prismaticos de la celda de flujo,
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mediante lo cual tanto la envolvente como el conducto interno de celda de flujo pueden tener una seccion transversal
pentagonal, hexagonal, heptagonal, etc., de modo que cada medicion éptica de interés puede realizarse a través de
una cara independiente de la celda de flujo. Sin embargo, la fabricacién de tales celdas de flujo prismaticas mediante
cualquiera de las técnicas convencionales anteriormente indicadas sera tan compleja y requerira tanto tiempo que
no resultard en absoluto practica, especialmente si tales celdas de flujo tienen que producirse en numeros
relativamente grandes para su incorporacién en instrumentos citométricos comerciales.

En la técnica de elaboracion del vidrio se conoce estirar tubos a partir de una preforma méas grande de diversos
diametros internos y externos entre los cuales hay una pared cilindrica de hasta varios centimetros de grosor.
Durante la operaciéon de estirado, se calienta la preforma hasta una temperatura predeterminada a la que su
viscosidad permite la deformacién, tras lo cual se estira axialmente, de manera habitual en una direccion
verticalmente hacia abajo, a una tasa constante y predeterminada. Durante este procedimiento, los diametros de las
secciones transversales interna y externa de la preforma se reducen sustancialmente conservandose
sustancialmente las formas circulares originales, siendo tales formas la forma de energia minima, y se reduce
significativamente el grosor de la pared de la preforma. Este procedimiento de estirado se ha adaptado para formar
tubos de SiO; transparentes de pared gruesa para su uso en la produccién de celdas de flujo de una sola pieza
(monoliticas), por ejemplo, las usadas en los instrumentos de hematologia automatizados Coulter® modelo LH750
tal como se describe en patente estadounidense n.? 5.125.737 legalmente cedida (a continuacién en el presente
documento, la patente '737) y fabricados y comercializados por Beckman Coulter, Inc. Después de estirarse una
preforma hasta un diametro interno preferido (por ejemplo, 50 micrémetros), se cortan los tubos hasta una longitud
preferida (por ejemplo, aproximadamente 6 mm), y se lapea una parte plana adecuada (por ejemplo, de 1 mm de
anchura) sobre la superficie cilindrica exterior del tubo que, como resultado del estirado, se ha reducido hasta un
diametro de aproximadamente 3,5 mm. La parte plana proporciona un orificio optico a través del cual puede
acoplarse un haz de radiacién (por ejemplo, a partir de un laser de HeNe), a lo largo de un didmetro, al canal
cilindrico central en el tubo estirado. Se hace que la parte plana sea sustancialmente paralela al eje de canal en una
ubicacion arbitraria en la superficie cilindrica exterior, por ejemplo, para evitar un defecto 6ptico inaceptable en la
pared. El canal cilindrico se agranda parcialmente perforando desde ambos extremos hasta un didmetro adecuado
(por ejemplo, 1,25 mm), dejando in situ una longitud corta (por ejemplo, 65 micrometros) del canal original en el
centro de la celda de flujo que desemboca en cada extremo en un pequefio rebaje en forma de copa (por ejemplo,
con un radio de 600 micrometros) sustancialmente tangente a un cono de 90 grados coaxial con el canal original y
continuo con las perforaciones de extremo. En uso, la longitud del canal original en la seccion longitudinal asi
formado funciona como conducto de volumetro de Coulter, y las perforaciones cilindricas se comunican con camaras
de electrodo externas en una estructura de soporte, mediante lo cual puede hacerse que el liquido de muestra en un
liquido de proteccion de enfoque hidrodindmico pase de manera central a través del conducto de volumetro. Se
adquieren sefiales de V y C de Coulter a partir de los electrodos a medida que cuerpos formados pasan a través del
conducto de volumetro; mientras tanto, se adquieren de manera simultdnea sefales de dispersién frontal (FS) del
haz de radiacion a partir de los cuerpos formados individuales a medida que pasan a través del conducto de
volimetro cilindrico.

Las celdas de flujo 6ptico del tipo anterior, es decir, celdas de flujo realmente monoliticas producidas a partir de una
sola pieza sin uniones de material transparente, evitan de manera inherente muchas de las limitaciones y
desventajas descritas anteriormente para celdas de flujo compuestas que comprenden componentes transparentes
unidos de geometrias complementarias. Las sefiales de dispersion frontal (FS) adquiridas a partir de tales celdas de
flujo permiten una diferenciacion y enumeracion fiables de cuerpos formados individuales cuando se correlacionan
de manera adecuada con sefales de V y C de Coulter. Sin embargo, dado que tanto la envolvente épticamente
transparente como el conducto de volimetro interior central de tales celdas de flujo muestran una seccion
transversal sustancialmente circular, la pared de tales celdas de flujo actia como lente no axisimétrica, y las sefiales
de dispersién (S) adquiridas a través de la misma presentan aberraciones Opticas sustanciales que limitan la
capacidad de diferenciar entre determinados tipos de cuerpos formados. Aunque tal diferenciacion puede mejorarse
anadiendo senales de fluorescencia (F) a diferentes longitudes de onda, por ejemplo, marcando selectivamente los
cuerpos formados con colorantes fluorescentes o conjugados de colorante-perla, tales senales de F se ven
afectadas de manera incluso mas desventajosa por las aberraciones épticas que las diversas sefales de dispersién.
Por consiguiente, se ha dirigido un esfuerzo extenso a celdas de flujo que tienen un canal prismatico rodeado por
paredes planas tales como en la geometria cuadrada/cuadrada dada a conocer en la patente ‘652 anterior o para el
conducto de volumetro triangular dado a conocer en la solicitud de patente estadounidense 2007/0085997 y sus
precursores, mediante lo cual pueden reducirse tales aberraciones opticas. Sin embargo, tal como se indica, tales
celdas de flujo son tanto dificiles de producir usando métodos de produccién convencionales como propensas a fallo
a lo largo del tiempo. Por tanto, aunque otros han propuesto celdas de flujo dentro de las cuales pueden realizarse
tales mediciones simultdneas opticas, u opticas y de Coulter, en cuerpos formados individuales que fluyen a través
de un canal prismatico, nadie ha o bien puesto en practica una celda de flujo realmente monolitica (es decir, de una
sola pieza sin uniones) adecuada para tales aplicaciones o bien proporcionado una divulgacion que permita
técnicamente su reproduccién para hacerlo.

El documento US2005/134833 A1 se refiere a métodos y aparatos para medir el contenido en hemoglobina de
gldbulos rojos individuales de una muestra de sangre completa.
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El documento US 5 125 737 A se refiere a un aparato y a un método para lograr la clasificacién selectiva,
discriminante, diferencial de tipos de célula sanguineas individuales por medio de tecnologia de tipo Coulter sin el
uso de materiales o técnicas de tincion citoquimica.

El documento US 2005/180885 A1 se refiere a una cubeta de celda de flujo de proteccion aplicable a un citémetro
de flujo, a un método de fabricacién de la cubeta de celda de flujo de proteccién, y a un citdmetro de flujo que incluye
la cubeta de celda de flujo de proteccién.

El documento US 4 786 165 A se refiere a citometria de flujo del tipo en el que se obtiene una imagen instantanea
de células tales como hemocitos en un flujo de liquido y se analiza.

Sumario de la invencion

A la vista de la discusién anterior, un objetivo de esta invencién es proporcionar un método mejorado para producir
celdas de flujo éptico en el que el canal de flujo interior es prismatico, un método que proporcione un rendimiento
significativamente mejorado de celdas de flujo Utiles fabricadas que sean menos propensas a fallo a lo largo del
tiempo, y un método que proporcione celdas de flujo que permitan una mejor diferenciacién de diversos tipos de
cuerpos formados.

Otro objetivo de esta invencion es proporcionar una celda de flujo 6ptico realmente monolitica (sin uniones) en la
que la seccion transversal del canal de flujo interno tenga una seccion transversal que sea poligonal.

Todavia otro objetivo de esta invencidn es proporcionar un método mejorado para diferenciar de manera citométrica
diversos tipos de cuerpos formados usando una celda de flujo éptico que tenga al menos tres ventanas planas a
través de las cuales pueden derivarse diversos parametros opticos de cuerpos formados que pasan a través del
canal prismatico de la celda de flujo.

Aln otro objetivo de esta invencion es proporcionar un método mejorado para diferenciar de manera citométrica
diversos tipos de cuerpos formados usando una celda de flujo éptico que tenga al menos tres ventanas planas a
través de las cuales pueden derivarse diversos parametros épticos de cuerpos formados que pasan a través del
canal prismatico de la celda de flujo y en una porcién del canal de la misma puede detectarse al menos uno de los
parametros de volumen (V) y conductividad (C) de Coulter.

Las invenciones descritas y reivindicadas en el presente documento se basan en el descubrimiento de que la técnica
de estirado de tubos usada para proporcionar celdas de flujo de pared gruesa que tienen secciones transversales
cilindricas tanto en el canal interno como en la envolvente externa pueden adaptarse para su uso en la produccién
de celdas de flujo 6ptico monoliticas que tienen un canal de flujo con una seccion transversal no circular,
preferiblemente poligonal. Resultd altamente inesperado que la geometria de una seccion transversal deseada no
circular (por ejemplo, poligonal) de un canal relativamente grande formado de manera central en una preforma
cilindrica podia mantenerse durante una operacion de calentamiento y estirado en la que el area de la seccién
transversal del canal de preforma se contrae en un factor de al menos 1.000:1 para producir un canal de flujo
poligonal del tamafo requerido para el analisis citométrico de cuerpos formados tales como células sanguineas.

Un método preferido segun la reivindicacion 1 para producir una celda de flujo éptico del tipo anterior comprende las
etapas simultaneas de calentar y estirar una preforma de material transparente, lo mas preferiblemente silice amorfa
sintética (es decir, didxido de silicio, SiO). La preforma comprende un tubo cilindrico de tal material que tiene un
canal central, que se extiende axialmente, que presenta una seccion transversal sustancialmente uniforme de una
forma poligonal deseada, por ejemplo, triangular, rectangular o hexagonal. De manera menos deseable, la preforma
es un vastago de dimensiones adecuadas formado mediante el procedimiento de planarizacién anteriormente
descrito. La preforma tiene preferiblemente una parte plana formada en su superficie exterior cilindrica, formandose
tal parte plana de manera sustancialmente paralela a una de las superficies planas de la seccion transversal
poligonal interior del canal. La preforma se calienta hasta una temperatura predeterminada por encima de la
temperatura de reblandecimiento de vidrio, y se estira a una tasa controlada, durante un tiempo controlado y a una
orientacion angular constante, mediante lo cual se mantiene la forma poligonal del canal interno durante la operacién
de estirado, se mantiene el paralelismo entre la parte plana externa y la superficie plana del canal de flujo poligonal,
y se logran las dimensiones deseadas de canal de flujo después del enfriamiento. Después de enfriar la estructura
tubular estirada y cortarse hasta una longitud deseada, se usa la parte plana en la superficie exterior como superficie
de referencia, mediante lo cual puede lapearse una superficie plana 6ptica a un angulo predeterminado con respecto
a dicha parte plana y sustancialmente paralela a una de las superficies planas del canal de flujo poligonal interior.
Una envolvente que comprende una pluralidad de superficies planas se lapea sobre la superficie exterior de la
estructura estirada, usando la primera superficie 6ptica como superficie de referencia contra la cual se mide el
angulo de las superficies adicionales, mediante lo cual puede hacerse la envolvente exterior de la estructura estirada
de una seccion transversal poligonal que tiene una forma similar al canal interior, es sustancialmente coaxial con el
mismo y tiene lados sustancialmente paralelos al mismo. Alternativamente, puede esmerilarse y pulirse una
envolvente que comprende una superficie de revolucion no cilindrica sobre la superficie exterior de la estructura
estirada de tal manera que una porcién residual de dicha parte plana puede lapearse sustancialmente paralela a una
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de las superficies planas del canal de flujo poligonal interior, formando por tanto una ventana plana en la superficie
de revolucion. De manera menos deseable, puede omitirse la parte plana en la superficie exterior cilindrica de la
preforma y lapearse la superficie exterior de la estructura estirada para proporcionar una superficie de referencia
plana, por ejemplo, que se extiende preferiblemente de manera sustancialmente paralela a una de las superficies
planas del canal de flujo poligonal interior, usandose entonces dicha superficie de referencia para lapear superficies
planas adicionales sobre la superficie exterior de la estructura estirada o para formar una ventana plana en una
superficie de revolucion de la manera anteriormente mencionada.

Segun la reivindicacién 9, se proporciona una celda de flujo 6ptico mejorada para su uso en un citbmetro de flujo del
tipo adaptado para caracterizar particulas pequenas basandose al menos en sus propiedades Opticas respectivas.
Una celda de flujo de este tipo comprende una estructura monolitica de material dpticamente transparente.
Preferiblemente, la estructura monolitica se produce mediante un procedimiento de calentamiento/estirado. Una
porcién de tal estructura monolitica define un canal prismatico a través del cual puede hacerse que pasen cuerpos
formados mientras se irradian mediante radiacion 6ptica que pasa a través de la estructura. Al menos una porcién
axial de tal canal de flujo tiene una seccion transversal de forma poligonal, mediante lo cual entra radiacion 6ptica en
el canal de flujo para irradiar cuerpos formados dentro del canal de flujo, y radiacion Optica resultante de dicha
irradiacion sale del canal de flujo formando angulos diferentes a través de superficies planas o a través de una
superficie de revoluciéon no cilindrica coaxial con dicho canal de flujo. Preferiblemente, la seccidén transversal
poligonal del canal de flujo interno tiene de tres a ocho lados. En una realizacion preferida, la envolvente de la
estructura monolitica también tiene forma prismatica, siendo el nimero de lados de prisma igual al nimero de lados
del canal de flujo y sustancialmente paralelos al mismo, mediante lo cual se proporciona una pluralidad de ventanas
planas a través de las cuales puede entrar y salir radiacién del canal de flujo. Alternativamente, para permitir que
salga radiaciéon de la celda de flujo con desviacion minima debida a refraccion en el limite de envolvente, puede
esmerilarse y pulirse una envolvente que comprende una superficie de revoluciéon no cilindrica sobre la superficie
exterior de la estructura estirada, y si dicha envolvente estd dotada de una parte plana apropiada sustancialmente
paralela a una de las superficies planas del canal de flujo poligonal interior, puede acoplarse ventajosamente
radiacion al canal de flujo a través de una ventana plana.

Segun la reivindicacion 13, se proporciona un uso de la celda de flujo 6ptico de la invencion en un método para
diferenciar cuerpos formados en una muestra liquida, comprendiendo el método las etapas de (a) proporcionar una
celda de flujo monolitica del tipo descrito en el presente documento que tiene un canal de flujo interno de seccién
transversal poligonal y que tiene una envolvente que comprende al menos cinco paredes diferenciadas; (b) hacer
pasar cuerpos formados a través del canal de flujo poligonal mientras se irradian tales cuerpos formados con un haz
de radiacion que pasa a través de una de tales paredes; (c) detectar sefales de dispersion frontal (FS) a partir de los
cuerpos formados irradiados a través de una segunda de tales paredes; (d) detectar sefales de fluorescencia (F) a
partir de los cuerpos formados irradiados a través de al menos una tercera de tales paredes; (e) detectar sefales de
dispersion lateral (SS) a partir de las particulas irradiadas a través de una cuarta pared; y (f) detectar senales de
retrodispersion (BS) a partir de los cuerpos formados irradiados a través de una quinta de tales paredes.
Alternativamente, tales sefales opticas pueden adquirirse de una manera correspondiente mediante una pluralidad
de sensores independientes posicionados de manera apropiada alrededor de una celda de flujo monolitica de este
tipo que comprende una superficie de revolucion no cilindrica en vez de paredes planas. Preferiblemente, al menos
algunas de las mediciones épticas anteriores se combinan con al menos una de mediciones de volumen V y de
conductividad C de Coulter, realizadas de manera simultanea en los cuerpos formados irradiados que pasan a
través del canal de flujo, para diferenciar tales cuerpos formados.

La invencién y sus diversas ventajas se apreciardn mejor a partir de la siguiente descripcién detallada de
realizaciones preferidas, haciéndose referencia a los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una ilustracién esquematica de las porciones de procesamiento de muestras y de adquisicion de datos
de un citdbmetro de flujo que incorpora una realizacidon preferida de una celda de flujo 6ptico monolitica de cuatro
lados estructurada y fabricada segun el método de la invencion;

la figura 2 es una ilustracion en perspectiva de la celda de flujo éptico usada en el instrumento de la figura 1;

las figuras 3 y 4 ilustran secciones longitudinal y transversal de la celda de flujo dptico mostrada en la figura 2,
incluyendo la figura 3 el eje de celda de flujo y tomandose la figura 4 en un plano a través de la zona de deteccion de
particulas de la celda de flujo que es paralelo a las caras de extremo de celda de flujo;

la figura 5 es una ilustraciéon en perspectiva de una celda de flujo éptico monolitica de seis caras que se produce
facilmente mediante el método de fabricacion de la invencion y es (til en otra realizacion de la instrumentacion de la

figura 1;

la figura 6 ilustra una celda de flujo 6ptico hexagonal y un modo de uso;
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la figura 7 es una ilustracion esquematica de las porciones de procesamiento de muestras y de adquisicién de datos
de un citbmetro de flujo que se basa Unicamente en propiedades 6pticas de cuerpos formados para diferenciar
subpoblaciones de los mismos, en las que se adquieren parametros distintivos a partir de cuerpos formados que
transitan por el canal de flujo hexagonal ilustrado en la figura 6;

las figuras 8A y 8B ilustran dos etapas de un procedimiento preferido para producir una preforma que es util en el
método de fabricacion de la invencién, es decir, del tipo usado en la producciéon de las celdas de flujo Optico
monoliticas de la invencion;

las figuras 9 a 12A-12C ilustran otras realizaciones de celdas de flujo éptico monoliticas producidas mediante el
método de la invencion; y

la figura 13 ilustra una vista en seccién transversal a través de la zona de deteccion de particulas de celdas de flujo
de la técnica anterior del tipo en las figuras 2 y 9, fabricandose la celda de flujo de la figura 2 a partir de esta Ultima.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

Los citometros de flujo adquieren datos importantes para diagnostico a partir de muestras de liquidos corporales de
paciente que contienen diversos cuerpos formados y se han desarrollado muchas realizaciones diferentes. Todas
dependen de un canal en una celda de flujo a través del cual pueden hacerse pasar tales muestras después de
someterse a diversos protocolos preparatorios y en las que pueden detectarse diversas propiedades de los cuerpos
formados, mediante lo cual pueden diferenciarse y enumerarse los diversos tipos de subpoblaciones de cuerpos
formados en las mismas y procesarse y correlacionarse los parametros derivados para proporcionar diagnosticos
deseados. Tal como se comentd anteriormente, los citbmetros de flujo que incorporan la adquisicion simultanea de
parametros épticos y de V y/o C de Coulter a partir de un cuerpo formado individual requieren dentro del canal de
flujo de sus celdas de flujo éptico una constriccion (o conducto de volumetro) que tiene longitudes y secciones
transversales relativamente pequenas. Un analizador de hematologia de este tipo se da a conocer mas
completamente en la patente estadounidense n.? 6.228.652 anteriormente indicada, en la que son coinventores dos
de los presentes coinventores y cuya divulgacion se incorpora en el presente documento como referencia. En
resumen, el analizador es del tipo que funciona para detectar, diferenciar y contar automaticamente diversos tipos de
cuerpos formados (por ejemplo, células sanguineas, plaquetas, etc.) contenidos en diferentes muestras de liquidos
corporales de paciente y para notificar sus hallazgos.

Haciendo ahora referencia a los dibujos, en los que, para claridad, todos los pasos de muestra internos se muestran
agrandados y desproporcionados con respecto a envolventes de celda de flujo externas, la figura 1 ilustra
esquematicamente las porciones de procesamiento de muestras y de adquisicion de datos de un analizador CA de
este tipo que se distingue de analizadores de la técnica anterior por que comprende una celda 30 de flujo éptico
monolitica mejorada (mostrada mejor en la figura 2) estructurada y fabricada segin la presente invenciéon. Tal como
se ilustra, la celda 30 de flujo éptico es el componente central del conjunto T de transductor optoeléctrico del
analizador que funciona para interrogar de manera oéptica y eléctrica cada cuerpo formado en una muestra de
paciente que va a analizarse. Las muestras de paciente (por ejemplo, muestras de sangre completa WBS) se
presentan al analizador en diferentes tubos de ensayo o viales 10 que se mueven dentro del instrumento mediante
un elemento ST de transporte de muestras. Tras la presentacion de tales viales a una sonda P de aspiracién, se
aspira un volumen de muestra predeterminado a partir de cada uno. Cada muestra aspirada se segmenta mediante
una valvula 12 de extraccion de muestras de sangre convencional para producir una pluralidad de alicuotas (por
ejemplo, A1-A3) que después se dispensan a diferentes camaras de mezclado (por ejemplo, MC1-MC3) dentro de
un componente 14 de preparacién de muestras del analizador. Mientras estd en las cdmaras de mezclado, cada
alicuota se mezcla con uno o mas reactivos (por ejemplo, R1-R7) adaptados para reaccionar de manera selectiva
con y/o diluir determinados tipos de cuerpos formados en la muestra. El componente 14 de preparacion de muestras
puede producir, por ejemplo, una muestra sometida a lisis y tefiida, SL, que comprende predominantemente glébulos
blancos y otras células (por ejemplo, glébulos rojos nucleados) que se han tefido con un colorante fluorescente; una
muestra diluida y tefida, SD, que contiene todos los tipos de células sanguineas en una suspensién altamente
diluida, estando algunas de tales células (por ejemplo, el subconjunto de reticulocitos) tefiidas con un colorante
fluorescente; y una muestra sometida a lisis y marcada, ST, que comprende predominantemente glébulos blancos
en una suspension, incluyendo glébulos blancos seleccionados (por ejemplo, células positivas para CD4 y CD8) que
se han tefiido o marcado de otro modo, por ejemplo, mediante un anticuerpo monoclonal, con un fluorocromo o
particula fluorescente. Después se seleccionan volumenes dosificados con precisién de cada una de las muestras
preparadas, tal como se proporcionan mediante un mecanismo 16 de dosificacion, mediante una valvula DV de
distribucion convencional y se bombean (por ejemplo, mediante bombas MP1, MP2 o MP3 de dosificacion) a través
de un orificio P1 de entrada de muestra del conjunto T de transductor optoeléctrico del analizador en un componente
18 de transductor; y bombas MP4 y MP5 de dosificacion, respectivamente, proporcionan liquido SF de proteccién al
orificio P5 del conjunto T de transductor para centrar hidrodinamicamente flujos de muestra a través del conducto Z
de volumetro de la celda 30 de flujo y mantener un diferencial de presion predeterminado entre las camaras dentro
de elementos 34 y 35 de tapa de conjunto T de transductor. Tal como se comentara, determinadas propiedades
Opticas, fisicas y eléctricas de cuerpos formados individuales u otras particulas en las muestras se detectan de
manera simultdnea y se convierten en sefiales eléctricas a medida que se dosifican individualmente las muestras a
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través del conducto Z de volumetro. Tales sefiales se producen como pulsos eléctricos y son parametros, por
ejemplo, del volumen de CC (V) y la conductividad eléctrica de RF (C) de cada cuerpo formado segun se determina
mediante el principio de Coulter, su absorcion de radiacion (A), sus diversas propiedades de dispersion de luz (S) [es
decir, dispersion frontal (FS), dispersion lateral (SS) y/o retrodispersion (BS)], y sus propiedades de fluorescencia (F)
a diferentes longitudes de onda. Diversas combinaciones de tales sefiales se procesan mediante componentes de
citbmetro convencionales, tal como se da a conocer en la patente '652 pero no se muestra en la figura 1, para
proporcionar informacion apropiada para la correlacion mediante algoritmos que proporcionan informacion de
diagndstico deseada.

Las celdas de flujo 6ptico, por ejemplo, la celda 30 de flujo en la figura 1 fabricada segun el método de la presente
invencion, constituyen el elemento esencial en el procedimiento de transduccién que acaba de exponerse
resumidamente. El método mejorado mediante el cual se fabrica la celda 30 de flujo se distingue de las celdas de
flujo de la técnica anterior y puede aplicarse generalmente a una amplia variedad de realizaciones de celdas de flujo
optico. Fabricada a partir de un material transparente, monolitico y sin uniones (es decir, sin interrupciones), la celda
30 de flujo comprende generalmente un canal interno a través del cual pueden dosificarse muestras preparadas y
que tiene una envolvente externa adecuada para la adquisicién de parametros opticos a partir de cuerpos formados
en tales muestras. Tal como se detallara a continuacién, segun la invencién dicha estructura monolitica se fabrica en
primer lugar como una preforma sobredimensionada de silice (SiO», habitualmente denominado “cuarzo”) o lo mas
preferiblemente de silice amorfa sintética, de modo que el canal interior esta limitado por tres 0 mas superficies
planas. Después se calienta la preforma hasta una temperatura predeterminada a la que su viscosidad permite la
deformacién y se estira axialmente a una tasa constante y predeterminada, mediante lo cual se reducen las
secciones transversales de la preforma y su canal interior. Se ha descubierto que si durante tal operacién de
estirado se hace que la seccion transversal de canal mantenga una orientacién angular constante con respecto a la
preforma sobredimensionada, al enfriar la estructura estirada se conserva inesperadamente la geometria no circular
original del canal en una seccion transversal poligonal sustancialmente uniforme de una dimensién deseada,
teniendo dicho canal forma sustancialmente rectilinea y prismatica. En realizaciones preferidas, las superficies
planas que limitan tales canales interiores reducidos tienen una anchura (por ejemplo, W’ tal como se muestra en la
figura 4) que mide entre aproximadamente 40 y 250 micrémetros; si pueden usarse parametros épticos solos para
caracterizar y diferenciar los cuerpos formados de interés, la anchura de canal de flujo es normalmente de 100
micrometros 0 mas, pero si se desean uno o mas parametros de Coulter, la anchura de canal de flujo es
normalmente de 150 micrometros o menos. En etapas de fabricacién posteriores, se dota un segmento apropiado de
tal estructura estirada de una envolvente exterior apropiada para requisitos de una aplicacién particular, es decir,
que comprende una pluralidad de superficies dpticas planas paralelas a al menos algunas de dichas superficies de
canal (por ejemplo, como en las figuras 2 a 6 y las figuras 9 a 11) o que forman una superficie de revoluciéon no
cilindrica (por ejemplo, como en las figuras 12A a 12C). Los segmentos, fabricados para proporcionar acabado
optico y dimensiones de envolvente deseados, son muy adecuados para su uso como celdas de flujo en citbmetros
de flujo que se basan Unicamente en métodos de transduccién Optica. La naturaleza monolitica de celdas de flujo
producidas de este modo supera las faltas de homogeneidad 6ptica, modos de fallo y desventajas de fabricacion de
estructuras de multiples componentes de forma similar fabricadas mediante procedimientos de la técnica anterior
mencionados anteriormente basandose en el ensamblaje de materiales sdélidos truncados o placas planarizadas
complementarias. Para limitar efectos de aberraciones en parametros Opticos asociados con celdas de flujo
monoliticas cilindricas, secciones transversales coplanares de la envolvente de celda de flujo y de la porciéon de
deteccion de particulas del canal interno pueden ser poligonos geométricamente similares que tienen lados que son
sustancialmente paralelos, por ejemplo, en las figuras 2 y 3 las secciones transversales de la envolvente definida por
las superficies 50 rectangulares, planas, o6pticamente pulidas, y de la porcion Z del paso 32 son ambas
sustancialmente cuadradas, proporcionando por tanto el material transparente, que forman la pared de la celda 30
de flujo, ventanas de grosor sustancialmente uniforme a través de las cuales pueden determinarse parametros
opticos de cuerpos formados que transitan por dicha porcion de deteccién. En la realizacion mostrada en la misma,
la anchura W de los lados 50 es preferiblemente de entre 2 y 8 mm, la longitud L de los lados es normalmente de
entre 5y 25 mm, y la longitud de la porcién Z del paso 32 es normalmente de entre 50 y 300 micrémetros. Para
proporcionar una realizacion preferida que incluye una zona de deteccién de particulas adecuada para la
transduccion de parametros de V y/o C de Coulter a partir de cuerpos formados en muestras de sangre completa, la
anchura respectiva de cada lado de canal de la porcién Z en el paso 32 es de aproximadamente 50 micrometros,
proporcionando por tanto un drea de la seccion transversal para dicha porcion Z de aproximadamente
2500 micrometros® dentro de una envolvente en la que la anchura respectiva W de cada lado 50 es de
aproximadamente 4,2 mm y la longitud respectiva L de cada lado 50 es de aproximadamente 6,3 mm. Tal como se
muestra en las figuras 2 y 3, el paso 32, que se extiende entre las superficies 36 de extremo opuestas de la celda 30
de flujo y normalmente coaxial con su eje longitudinal A, se agranda preferiblemente a partir de dicho canal interno
prismatico a través de las superficies 36 de extremo para formar una forma de reloj de arena que tiene perforaciones
54 cilindricas y superficies 55 de revolucién que proporcionan una transicion suave desde las mismas hasta una
porcién del canal original. Las longitudes preferidas para la porcibn Z del canal original oscilan entre
aproximadamente 1,2 y 1,4 veces la anchura del lado de canal, o entre aproximadamente 60 y 75 micrometros para
la presente realizacion preferida, pero longitudes superiores pueden ser ventajosas a altas velocidades de flujo de
muestra. Por tanto, la porcién Z del canal original define en las inmediaciones del punto central axial del paso 32 un
conducto de volumetro de seccién transversal poligonal uniforme dentro del cual pueden determinarse de manera
simultanea no sélo los parametros de V y C de Coulter, sino también los diversos parametros opticos A, Sy F, de
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cuerpos formados que pasan individuales. Tal como se muestra en las figuras 1 a 4, un haz B de radiacién éptica
entra y sale del conducto Z de volumetro a través de un par de ventanas formadas entre sus lados planos y los lados
50 planos de la celda 30 de flujo, y por tanto se evitan aberraciones épticas asociadas con las superficies cilindricas
de las celdas de flujo monoliticas anteriormente mencionadas; en la realizacion preferida anteriormente mencionada
el grosor de dichas ventanas es aproximadamente 41 veces la anchura de canal, requiriendo un grosor de pared
minimo de aproximadamente 57 veces la anchura de canal en la estructura estirada usada en su fabricacién. Las
superficies 36 de extremo de la celda 30 de flujo en las figuras 2 y 3 estan acopladas a los elementos 34 y 35 de
tapa de la figura 1 que, mediante su geometria interna, definen cdmaras a través de las cuales puede acoplarse
tanto una muestra que va a analizarse como un liquido SF de proteccion, usado para enfocar hidrodindmicamente o
centrar la muestra a través de dicha zona Z de deteccién de particulas, al interior del paso 32 y, después de pasar a
través del mismo, se purgan de manera apropiada al desecho, preparando asi el paso 32 para el analisis de una
muestra diferente.

Tal como se muestra en la figura 1, los elementos 34 y 35 de tapa estan dotados de una pluralidad de orificios P1-P6
que sirven para 1) introducir una o mas muestras preparadas que van a analizarse y un liquido de proteccion en la
celda 30 de flujo, 2) drenar muestra(s) existente(s) y liquido de proteccion al desecho, 3) purgar una o ambas
camaras internas en las tapas 34 y 35 al desecho, y 4) proporcionar un vacio para preparar tubos que alimentan los
diversos orificios. El orificio P1 esta acoplado por conexion de fluido al componente 16 de dosificacién y sirve para
introducir alicuotas dosificadas de muestra SL, SD o ST segun se selecciona mediante la valvula DV de distribucion
a la boquilla 56 para su inyeccion al interior del paso 32 de la celda 30 de flujo para su andlisis tal como se muestra
en la figura 3. (Se entiende que en otras realizaciones pueden usarse otros métodos de inyeccién de muestra, por
ejemplo, mediante la boquilla de multiples orificios de la patente '652). El orificio P2 también esta acoplado por
conexién de fluido al componente 16 de dosificacion y sirve para introducir volimenes dosificados de un liquido S1
de proteccién a la cdmara en el elemento 34 de tapa, sirviendo tal liquido para enfocar hidrodinamicamente o centrar
muestras en el conducto Z de volumetro. En la figura 3, la boquilla 56 de introduccién de muestra (que sélo se
muestra parcialmente) tiene un canal C1 en el que el orificio P1 acopla un volumen dosificado con precision de
muestra suministrada por el componente 16 de dosificacién de la figura 1; dicho canal sirve para proyectar una
corriente de muestra hacia la zona Z de deteccion de particulas. Mientras tanto, un volumen dosificado de liquido S1
de proteccion que ha entrado en la camara 34, a presion mediante MP4 y a través del orificio P2, fluye a través del
paso 32. Tal como se muestra en la figura 3, el liquido S1 de proteccién rodea de manera uniforme la corriente de
muestra y hace que la muestra fluya a través del centro del conducto Z de volumetro, logrando por tanto un enfoque
hidrodinamico de la corriente de muestra. Tras salir del conducto Z de volumetro, la muestra y el liquido de
proteccion se recogen mediante el tubo 58 de salida de muestra de la figura 1 (mostrado sélo parcialmente en la
figura 3), evitando por tanto que cuerpos formados en recirculacién interfieran con las determinaciones de volumen
de CC (V) y conductividad eléctrica de RF (C) de Coulter. En la figura 3, se muestra una primera célula BC1
sanguinea después de salir del canal en la boquilla 56, se muestra una segunda célula BC2 sanguinea en el centro
del conducto Z de volimetro y en el trayecto del haz B de laser enfocado y se muestra una tercera célula BC3
sanguinea entrando en el tubo 58 de salida de muestra, que esta conectado al desecho a través del orificio P4 en la
figura 1. Para controlar la presién de fluido en la camara dentro de la tapa 35 y de ese modo controlar el flujo de
muestra después de que salga del paso 32, dicha camara se mantiene llena de liquido S2 de proteccién, entrando
tal liquido a través del orificio P5 y drenando al desecho a través del orificio P4. Tras la adquisicién de datos a partir
de cada muestra, se prepara el conjunto T de transductor para una muestra posterior purgando las camaras en las
tapas 34 y 35 con liquido de proteccion, respectivamente, S1 desde MP4 al interior del orificio P2 y fuera del orificio
P3, y S2 desde MP5 al interior del orificio P5 y fuera del orificio P6.

Tal como se muestra en la figura 1, dentro de las camaras interiores en los elementos 34 y 35 de tapa hay
electrodos 40 y 38 internos respectivos que pueden conectarse a un circuito 41 de CC/RF. Los componentes de tal
circuito funcionan para (a) producir corrientes de CC y RF a través del paso 32 de la celda 30 de flujo, y (b) detectar
modulaciones en las corrientes de CC y RF respectivas producidas mediante el paso de cuerpos formados a través
de la zona Z de deteccion de particulas de manera simultanea con las corrientes de CC y RF, mediante lo cual se
determina el volumen de CC V de un cuerpo formado, asi como su conductividad de RF C. Tal como se describe
mas completamente en la patente ‘652, el circuito 41 de CC/RF comprende una fuente de corriente CC, un oscilador
de CA/detector que funciona a una frecuencia de RF, un circuito de acoplamiento y preamplificadores. El circuito de
acoplamiento combina de manera lineal las corrientes producidas por la fuente de CC y el oscilador de CA/detector,
y aplica la corriente combinada al contenido del paso 32 en el conjunto T de transductor, tal como se describid
anteriormente. Preferiblemente, el componente de CA tiene una frecuencia de aproximadamente 22,5 MHz. A
medida que pasan cuerpos formados en orden a través del conducto Z de volumetro, se altera la impedancia del
paso 32, dando como resultado una modulacion de la corriente CC en funcién del volumen fisico V del cuerpo (es
decir, el volumen de CC) y una modulacion de la corriente de RF en funcién de la conductividad interna C de la
celda. El circuito de acoplamiento separa las corrientes moduladas de modo que se transmite una sefal pulsada de
CC V a un preamplificador de CC, y se detecta la corriente de RF modulada mediante el oscilador/detector, dando
como resultado una sefal pulsada C que se transmite al preamplificador de RF. Preferiblemente, ambas sefales
pulsadas de V y C de Coulter se acoplan al componente de andlisis del instrumento, pero para algunas aplicaciones
puede ser suficiente tan so6lo una de tales sefales. Alternativamente, otras aplicaciones pueden beneficiarse
mediante la inclusién en el circuito 41 de RF/CC de una pluralidad de circuitos de CA tal como se describe en este
caso, funcionando cada uno a una frecuencia diferente.
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A medida que cada cuerpo formado transita por el conducto Z de volumetro en las figuras 1 a 4, se irradia al pasar a
través de un haz B de laser enfocado con una distribuciéon de energia apropiada, segun se proporciona por un laser
42 adecuado y 6ptica 62 de conformacién de haz. El laser 42 puede ser de cualquier tipo apropiado, por ejemplo un
laser de diodos, que proporciona radiacién adecuada para la aplicacion, por ejemplo, radiacion en el intervalo de
longitud de onda de 635 a 640 nm si los parametros de dispersién (S) son de interés principal, o en el intervalo de
longitud de onda de 485 a 490 nm si también se requieren determinados parametros de fluorescencia (F). La
radiacion (luz) dispersada por cada cuerpo formado puede detectarse mediante uno o mas fotodetectores de
dispersion de luz (por ejemplo, LSD1-LSD3) y radiacién fluorescente, si la hay, emitida por la tincion fluorescente del
cuerpo formado o marcador fluorescente como resultado de excitarse por la radiaciéon de laser, puede detectarse
mediante uno o mas detectores de fluorescencia (por ejemplo, FD1-FD3). En la seccioén longitudinal de la celda 30
de flujo mostrada en la figura 3, dicho haz B de laser se enfoca mediante dicha dptica de conformacién de haz para
proporcionar una distribucién gaussiana bidireccional eliptica de radiacién centrada en el conducto Z de volumetro
con el eje mayor de la distribucion eliptica perpendicular al flujo de muestra, pero una 6ptica de conformacién de haz
convencional estructurada para proporcionar una linea enfocada de intensidad de radiacién uniforme a través de
dicho conducto es preferible en aplicaciones que requieren pequefos coeficientes de variacion en parametros
Opticos adquiridos. En la vista en seccién transversal de la celda 30 de flujo mostrada en la figura 4, tal haz entra en
la pared delantera del conducto Z de volumetro, se encuentra con la célula BC2 sanguinea en la zona de deteccion
Optica, y hace que pase radiacion de dispersion lateral SS y radiaciéon fluorescente F a través de las paredes
laterales opuestas del conducto Z de volumetro, mientras que luz de dispersion frontal FS y luz axialmente absorbida
A pasan a través de la pared trasera de la zona Z de deteccion de particulas a lo largo del eje éptico OA.

Tal como se indico anteriormente y tal como se describe mas completamente en la patente '652, radiacion (luz)
dispersada a partir del haz B de laser enfocado mediante cuerpos formados, que pasan en orden a través de tal haz
dentro de la deteccién Z de particulas de la celda 30 de flujo tal como se muestra en las figuras 3 y 4, se detecta
mediante fotodetectores de dispersion de luz, por ejemplo, LSD1 y LSD3 en la figura 1. El detector LSD1 esta
estructurado y ubicado para detectar luz dispersada en una direcciéon hacia delante dentro de un intervalo angular
entre aproximadamente 9 grados y 41 grados del eje de dicho haz, denominado dispersion de luz de angulo medio
(MALS). Este detector tiene dos regiones fotoactivas diferenciadas, OS1 y OS2, para detectar luz sometida a
dispersion frontal en los intervalos angulares de entre aproximadamente 21 y 41 grados, denominada dispersion de
luz de angulo medio superior (UMALS), y entre aproximadamente 9 y 20 grados, denominada dispersién de luz de
angulo medio inferior (LMALS). Por tanto, LSD1 proporciona tres sefiales de dispersion frontal (FS), es decir, MALS,
UMALS y LMALS. El detector LSD3 esta ubicado para detectar luz dispersada en una direccidén sustancialmente
normal (es decir, a aproximadamente 90 grados + aproximadamente 10 grados) con respecto al eje del haz B, a
través de una de las dos caras laterales de la celda 30 de flujo. El detector LSD3 comprende preferiblemente una
lente 85 que recoge y dirige luz sometida a dispersion lateral sobre un diodo OS5 de PIN o similar y proporciona una
sefal de dispersion lateral (SS). Sin embargo, con relacion a la descripcién en la patente ‘652, LSD1 también incluye
una abertura central a través de la cual tanto el haz de laser que surge de la celda 30 de flujo como la dispersion de
luz a menos de aproximadamente 8 grados pasan sin obstrucciones como haz B1. El fotodetector LSD2 esta
ubicado de manera apropiada detras de LSD1 y tiene dos regiones fotoactivas diferenciadas, OS3 y OS4, que estan
estructuradas para detectar dispersion de luz a aproximadamente 5,1 grados, denominada dispersién de luz de
angulo bajo (LALS) y la atenuacién casi axial en B1, denominada pérdida de luz axial (ALL). Por tanto, el detector
LSD2 proporciona dos sefiales adicionales para su analisis, es decir, una cuarta sefial de FS, denominada LALS, y
la sefal de absorcién (A), denominada ALL. Se entiende que cualquiera de los sensores anteriormente mencionados
puede estar estructurado para responder a radiacién dentro de otros intervalos angulares. También se entiende que,
si se desea, un cuarto fotodetector, estructurado de manera similar a LSD1 y ubicado de manera adecuada entre la
optica 62 de conformaciéon de haz y la celda 30 de flujo, proporcionara sefales de retrodispersién (BS) a partir de
cuerpos formados en la zona Z de deteccion de particulas. En la figura 1 se muestra el acoplamiento en el espacio
libre entre el laser 42 y la 6ptica 62 de conformacién de haz, entre la 6ptica 62 de conformacion de haz y la celda 30
de flujo, y entre la celda 30 de flujo y los diversos fotodetectores, pero se entiende que en algunas realizaciones un
acoplamiento de fibra éptica puede sustituir ventajosamente a tal acoplamiento en el espacio libre cualquiera de
tales elementos funcionales en el componente 18 de transductor.

Resulta radiacion fluorescente cuando luz a una longitud de onda de irradiacion apropiada estimula emisién de luz a
partir de restos fluorescentes a una o mas longitudes de onda diferentes; tal como se indicé anteriormente, tales
restos pueden estar unidos a, o insertados en, diversos cuerpos formados tal como se conoce en protocolos de
preparacion de muestras para su uso con citdmetros de flujo de fluorescencia convencionales. Tal como se describe
mas completamente en la patente '652, se recoge radiacion fluorescente a partir de tales cuerpos formados que
pasan a través del haz B de radiacion anteriormente mencionado en la zona Z de deteccién de particulas de la celda
30 de flujo mediante una lente 51 plano-convexa. La lente 51 esta preferiblemente acoplada (por ejemplo, mediante
cemento éptico o un gel con un indice de refraccion apropiado y que tiene fluorescencia minima) a la cara lateral de
la celda 30 de flujo opuesta a aquella a través de la cual se detecta luz sometida a dispersion lateral mediante LSD3,
funcionando tal lente para acoplar épticamente radiacion fluorescente que sale de la zona de deteccion de celdas a
un segundo conjunto 70 de lente que la retransmite, a través de una red de espejos BS1 y BS2 dicroicos de division
de haz y filtros 71, 72 y 73 de paso de banda, a una pluralidad de detectores FD1, FD2 y FD3 de fluorescencia, que
pueden ser tubos fotomultiplicadores o similares. Si el haz B de radiacién se origina a partir de un laser 42 que
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funciona, por ejemplo, a 488 nm, dicha red puede disefiarse convencionalmente, por ejemplo, para acoplar, de la
manera mas eficiente, luz a 525 nm, 757 nm y 695 nm a los detectores FD1-FD3 de fluorescencia. De una manera
convencional, cada detector de fluorescencia detecta radiacion fluorescente en tal intervalo de longitud de onda
predeterminado segun las propiedades épticas de los espejos dicroicos Yy filtros que lo preceden y convierte dicha
radiacion en sefales eléctricas correspondientes. Se entiende que la red de espejos dicroicos de division de haz y
filtros de paso de banda puede extenderse, para permitir detectores de fluorescencia adicionales para proporcionar
sefales a longitudes de onda adicionales a partir de cuerpos formados en la zona Z de deteccién de particulas, o
que en algunas realizaciones un acoplamiento de fibra 6ptica puede sustituir ventajosamente al acoplamiento en el
espacio libre entre cualquiera de los elementos Opticos en el componente 18 de transductor.

La figura 5 ilustra otra celda 30’ de flujo éptico monolitica adaptada para su uso en otras realizaciones de la
instrumentacion de la figura 1. Al igual que la celda 30 de flujo de la figura 1, la celda 30’ de flujo de la figura 5 se
produce a partir de una sola pieza de un material transparente sin interrupciones, lo mas preferiblemente silice
amorfa sintética (SiOz). Una zona Z’ de deteccién de particulas central, de seccién transversal limitada por seis
superficies 64 planas, se extiende aproximadamente 70 micrometros a lo largo del eje longitudinal A’ de la celda 30’
de flujo. La envolvente de la celda 30’ de flujo también tiene forma prismatica, que esta limitada por seis lados 60
laterales de forma rectangular, y un par de superficies 61 de extremo planas opuestas de forma hexagonal.
Preferiblemente, las secciones transversales hexagonales respectivas de la zona Z’ de deteccion de particulas y la
envolvente de la celda 30’ de flujo son sustancialmente similares y coaxiales, estando las seis superficies 60 planas
que definen el limite lateral de dicha envolvente dispuestas sustancialmente paralelas a las seis superficies 64
planas respectivas de la zona Z' de deteccidn de particulas. Al estar dichas secciones transversales dispuestas de
ese modo, se proporcionan seis paredes de grosor uniforme predeterminado y que forman ventanas planas para
introducir un haz de radiacion en la zona Z’ de deteccién de particulas y para acoplar tal radiacién fuera de dicha
zona de deteccién de particulas después de la interaccion con cuerpos formados que pasan en orden a través de la
misma. Las superficies 61 de extremo planas opuestas estan acopladas de manera similar en el circuito fluido de
soporte tal como se describi6 para las superficies 36 de extremo de la celda 30 de flujo de la figura 1. En la figura 6
se presenta una seccion transversal a través de la porcién de deteccion de particulas del paso de muestra en una
celda 30” de flujo 6ptico de seis lados; por tanto, la figura 6 también es representativa de una celda puramente de
flujo éptico que tiene un canal de flujo prismatico uniforme o uno que permite la adquisicién de parametros tanto
opticos como de Coulter dentro de una porcion de tal canal que forma un conducto de volumetro. En este caso, un
haz B de laser pasa a través de la ventana W1 para irradiar un cuerpo FB formado que pasa a través de la zona Z”
de deteccion de particulas en una direccion perpendicular al plano del dibujo. Se determina la absorbancia (A) del
haz B mediante el cuerpo FB formado irradiado a partir de la intensidad del haz B’ parcialmente absorbed que pasa
a través de la ventana W2, por ejemplo, mediante la porcion OS4 del fotodetector LSD2 de la figura 1. La luz
sometida a dispersién frontal mediante el cuerpo formado irradiado se mide a dos angulos diferentes (LS1 y LS2) a
través de las ventanas W2 y W4, por ejemplo, LS1 a través de la ventana W2 mediante una o mas regiones OS1,
0S2 y 0S8 fotoactivas de los fotodetectores LSD1 y LSD2 de la figura 1; y LS2 a través de la ventana W4 mediante
la region OS1 fotoactiva ubicada de manera adecuada del fotodetector LSD3 de la figura 1. La radiacion de
fluorescencia emitida a diferentes longitudes de onda puede medirse a través de una o mas de las ventanas W3, W5
y W6 restantes mediante repeticiones completas o parciales de la red de recogida y separacién de longitud de onda
de la figura 1 para fluorescencia descrita en relacién con la realizacion de la figura 1. Sin embargo, en muchas
aplicaciones que requieren mediciones de fluorescencia no se necesita tal elaboracion y, mediante los lados
adicionales a la zona de deteccidn interna y envolvente de celdas de flujo tal como se muestran en las figuras 5 y 6,
pueden medirse miultiples parametros de fluorescencia por separado a través de una ventana dedicada, evitando por
tanto las complicaciones practicas debidas a los divisores BS1 y BS2 de haz en serie en el trayecto de deteccion de
fluorescencia mostrado en la figura 1. En tales realizaciones, F1 y F2 se miden a través de las ventanas W3 y W5
respectivamente, por ejemplo mediante repeticiones ubicadas de manera adecuada de la lente 51, el conjunto 70 de
lente, el filtro 73 y el detector FD3 de fluorescencia de la figura 1, pero sin BS1 y BS2 en el trayecto éptico. Se
muestra luz a angulos de retrodispersion bajos que sale de la ventana W6 pero, si es preferible, puede medirse
radiacion de fluorescencia a una tercera longitud de onda a través de esta ventana mediante una repeticion de la
lente 51, el conjunto 70 de lente, el filtro 73 y el detector FD3 de fluorescencia de la figura 1. Una realizacion de este
tipo, que para claridad de ilustracién se basa Unicamente en parametros opticos, se ilustra en la figura 7, en la que
las etiquetas repetidas a partir de la figura 1 tienen significados y funciones idénticos tal como se indic6 en la
discusion relacionada con la misma. En tales aplicaciones, la ausencia de un conducto de volimetro hace que la
purga de muestra tras el andlisis adecuado sea mas facil de lograr, de modo que ademas de los electrodos 38 y 40
de deteccién de Coulter y el circuito 41 de RF/CC de la figura 1, no aparecen la segunda proteccién S2, su bomba
MP5 y los orificios P3, P5 y P6 asociados en los elementos 34 y 35 de tapa del conjunto T de transductor en la figura
7. En esta ultima figura, el haz de B excitacion de laser a partir del laser 42 y la éptica 62 de conformacion de haz, o
su equivalente de conformacion de haz acoplado por fibra, entra en una ventana de la celda 30” de flujo éptico
monolitica hexagonal y sale de una segundo ventana opuesta a la primera, después de someterse a dispersion
mediante cuerpos formados en el canal Z” de flujo prismatico. Tal luz sometida a dispersion frontal se intercepta por
los fotodetectores LSD1 y LSD2 tal como se describi6é para la realizacion de la figura 1, produciendo asi sefiales de
dispersion frontal (FS) analogas. La radiacién de fluorescencia emitida por restos fluorescentes sobre o dentro de los
cuerpos formados (F1 y F2 en la figura 6) se intercepta por al menos uno de los médulos 75 y 76 de recogida de
fibra Optica ubicados de manera adecuada a través de una tercera ventana (W3 o W5 en la figura 6) y se acopla a
detectores FD5-FD14 de fluorescencia en la figura 7 mediante fibra 80 dptica; alternativamente, tal intercepcion de
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fluorescencia y conversion en sefnales eléctricas puede lograrse con acoplamiento en el espacio libre tal como se
ilustra en la figura 1, ubicado de manera apropiada para recoger de manera eficiente fluorescencia emitida. La luz
sometida a dispersién lateral de angulo bajo (LS2 a través de una cuarta ventana W4 en la figura 6) puede
interceptarse mediante la lente 85 de recogida y el fotodetector LSD3 de la figura 7 ubicados de manera adecuada
para su conversion mediante la region OS5 fotoactiva de este Ultimo en una sefal de dispersion lateral (SS). De
manera similar, la luz sometida a retrodispersion de angulo bajo (LS3 a través de una quinta ventana W6 en la figura
6) puede interceptarse mediante una combinacion ubicada de manera adecuada de una lente de recogida (no
mostrada, para minimizar confusiones) y el fotodetector LSD4 de la figura 7 para su conversion mediante la region
OS6 fotoactiva de este ultimo en una sefal de dispersion lateral (SS); si es preferible, en vez de eso puede medirse
radiacion de fluorescencia a una tercera longitud de onda a través de esta ventana mediante una tercera disposicion
de recogida y transduccién de fluorescencia ubicada de manera adecuada tal como se describié anteriormente. Se
entiende que puede medirse luz directamente sometida a retrodispersion a través de la ventana W1 de la figura 6 en
la misma manera que se describi6é anteriormente para la realizacion en la figura 1. Para aplicaciones que requieren
transduccion de parametros de Coulter, la celda 30” de flujo debe comprender un paso adecuado que incluye
perforaciones 54 apropiadas y superficies 55 de revolucion tal como se muestra para la celda 30’ de flujo en la figura
5; ademas, el conjunto T’ de transductor requerira los electrodos 38 y 40 de la figura 1 conectados al circuito 41 de
CC/RF, la proteccion S2 y la bomba MP5, y los orificios P3, P5 y P6; todos de dichos componentes funcionan tal
como se describi6é para la realizacion a modo de ejemplo ilustrada en la figura 1. Se entiende que realizaciones
segun la figura 7, pero adecuadas para aplicaciones particulares, pueden beneficiarse de tener o bien mas o bien
menos de seis ventanas ilustradas en la misma, es decir, celdas de flujo 6ptico monoliticas que tienen secciones
transversales poligonales similares a través de la porcion de deteccién de particulas de sus pasos de muestra y sus
envolventes alineadas tal como se describe pero que tienen, por ejemplo, tres, cinco, siete u ocho ventanas. Aunque
un ensamblaje convencional de pacas planarizadas o piramides truncadas para proporcionar celdas de flujo 6ptico
tal como se describe en el presente parrafo sera practicamente imposible, pueden proporcionarse celdas de flujo
realmente monoliticas tanto para transductores puramente 6pticos como para transductores combinados Opticos y
de Coulter mediante la técnica de estirado de vidrio descrita a continuacion.

Para fabricar una celda de flujo 6ptico monolitica sin interrupciones del tipo descrito anteriormente con referencia a
las figuras 2-6, se prefiere usar una version modificada de la técnica de estirado de vidrio actualmente usada para
producir celdas de flujo cilindricas de pared gruesa que tienen un canal de flujo de seccién transversal circular tal
como se usan en los analizadores de hematologia Coulter® modelo LH750 producidos y comercializados por
Beckman Coulter, Inc. Tal como se indicé en la porcion introductoria de esta solicitud, en la técnica de elaboracion
del vidrio se conoce estirar tubos cilindricos a partir de una preforma méas grande de diversos diametros internos y
externos entre los cuales hay una pared cilindrica de hasta varios centimetros de grosor. El grosor de pared
requerido se logra deslizando, calentando y contrayendo sobre un primer tubo producido de una forma de silice
(SiO2) un segundo tubo de este tipo mas grande (un tubo de funda) y fusionando el segundo tubo al primer tubo,
aumentando de ese modo sin interrupciones el grosor de pared de la preforma; tal etapa de colocacion de funda se
repite con fundas adicionales de diametros internos y externos crecientes apropiados hasta que la estructura
fusionada asi formada tiene el grosor de pared requerido para proporcionar el grosor de pared de celda de flujo
deseado después de estirarse la preforma para proporcionar el area de la seccion transversal deseada en la
estructura monolitica estirada y enfriada. Durante el procedimiento de estirado, se calienta la preforma hasta una
temperatura predeterminada a la que su viscosidad permite la deformacién, tras lo cual se estira axialmente, de
manera habitual en una direccion verticalmente hacia abajo en una torre de estirado convencional, a una tasa
constante y predeterminada. Durante este procedimiento, los didmetros de las secciones transversales interior y
exterior de la preforma se reducen sustancialmente manteniéndose sustancialmente las formas circulares originales
y reduciéndose significativamente el grosor de la pared de la preforma. Se entiende que el procedimiento de estirado
también actua para mejorar adicionalmente la integridad mecéanica de superficies de contacto de fusiéon formadas
durante el procedimiento de colocacién de funda anteriormente mencionado, mediante lo cual las propiedades
mecanicas de la estructura monolitica resultante se parecen estrechamente a las del material a granel a partir del
cual se producen los diversos tubos usados en tal procedimiento. La retencién de secciones transversales circulares
es una cuestion relativamente sencilla dado que las secciones transversales estan en la forma de energia minima
inherente en tales procedimientos de estirado de preforma. Mantener una seccion transversal no circular durante tal
procedimiento de estirado, particularmente del canal de flujo poligonal interno critico tal como se requiere para
producir las celdas de flujo 6ptico anteriormente descritas, no es sencillo en absoluto.

El método de fabricacion de la invencién comienza con la produccién de una preforma adecuada, una que
proporciona, después de la operacion de estirado, la geometria deseada para la zona de deteccion de particulas y
un grosor de pared suficiente como para permitir la fabricacion de la envolvente de celda de flujo deseada. Tal
preforma comprende un tubo de material siliceo transparente (por ejemplo, silice, 0 méas preferiblemente silice
amorfa sintética, SiO2) que tiene un canal que se extiende axialmente que presenta una seccidn transversal
sustancialmente uniforme de una forma poligonal deseada, por ejemplo, triangular, rectangular o hexagonal. Dicha
forma en seccién transversal del canal se logra insertando un mandril de seccién transversal apropiada en un tubo
del material siliceo y calentando el tubo para hacer que se contraiga sobre el mandril, haciendo de ese modo que el
tubo adopte la forma de a lo largo de todo el canal interno rectilineo asi formado. Tal como se indic6é anteriormente,
la pared de la preforma debe ser tal como para proporcionar una envolvente de celda de flujo que tiene un grosor de
pared (o ventana) deseado después de haberse estirado suficientemente la preforma para lograr el area de la
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seccion transversal deseada del canal interior. Para facilitar la fabricacion de envolventes que comprenden
superficies planas, antes de estirar la preforma se somete a acabado preparando preferiblemente al menos una
parte plana de referencia sobre su superficie exterior que es sustancialmente paralela a uno de los lados planos que
definen su canal interior. Después del estirado, tal parte plana de referencia se usa para alinear la estructura
estirada para operaciones de mecanizado convencionales posteriores requeridas para proporcionar y acabar la
envolvente de celda de flujo y, si tienen que adquirirse parametros de V y/o C de Coulter de manera simultanea en la
zona de deteccion de particulas de la celda de flujo, la seccidon longitudinal requerida para una caracterizacion
adecuada de cuerpos formados mediante el principio de Coulter.

Haciendo referencia a las figuras 8A y 8B, la produccién de una preforma util requiere un mandril M de una aleacion
de metal adecuada, por ejemplo, acero, mecanizado para tener una seccion transversal similar a la de una zona de
deteccion de particulas deseada, por ejemplo, Z o Z’ en las figuras 1-4 y la figura 5 respectivas. Tal como se indica
en las figuras 8A y 8B, para algunas geometrias deseadas un radio R’ pequefio en las esquinas del mandril M puede
ser beneficioso. Después se limpia de manera apropiada un tubo T1 cilindrico del vidrio siliceo deseado, lo mas
preferiblemente silice amorfa sintética, y, tal como se muestra en la figura 8A, se desliza sobre dicho mandril,
monténdose entonces el tubo con el mandril dentro del mismo en un torno y haciéndose rotar. Tal como se conoce
en la técnica de elaboracion del vidrio, se aplica calor al tubo hasta que eI vidrio alcanza su temperatura de
reblandeC|m|ento y su viscosidad esta en el intervalo de 1 x 10° poise a 60 x 10° poise, mas preferiblemente entre 3
x 10° p0|se y 28 x 10° poise, mediante lo cual el tubo reblandecido puede contraerse sobre el mandril y se hace que
la seccion transversal interior del tubo adopte la forma del mandril, tal como se muestra en la figura 8B.
Preferiblemente, después de un enfriamiento apropiado, se retira el mandril del tubo contraido, pero de manera
menos preferible puede dejarse en dicho tubo durante parte o la totalidad de un procedimiento de colocacién de
funda posterior. La seccion transversal externa de la preforma debe ser suficiente para que, después de estirarse el
tubo para proporcionar el area de la seccion transversal de canal deseada, pueda fabricarse la envolvente de celda
de flujo deseada, por ejemplo, en la figura 6, C” es el limite del &rea de la seccion transversal maxima dejando una
esquina no afilada beneficiosa en la celda 30” de flujo después de pulir las partes planas, que forman las superficies
exteriores de las ventanas W1-W6, sobre un segmento de la preforma estirada. Para lograr el grosor necesario de
las paredes de preforma, se desliza un segundo tubo de vidrio de tamafo apropiado (un tubo de funda),
preferiblemente del mismo material vidrioso que el primero, sobre el primer tubo, y se hace rotar dicha combinacién
sobre un torno y se calienta para alcanzar una viscosidad dentro del intervalo anteriormente mencionado. A tal
viscosidad, el segundo tubo se contrae sobre el primer tubo y los materiales siliceos se fusionan entre si para formar
un tubo monolitico que tiene una pared mas gruesa. Este procedimiento se repite segun sea necesario para lograr la
secciodn transversal externa requerida para la celda de flujo deseada, sobre la que se enfria la estructura fusionada.
Para las celdas 30 y 30’ de flujo en las figuras 2 y 5 respectivas, una razon de preforma en seccion transversal
preferida (area de mandrll/area de envolvente) es de entre 0,4 x 10* y 5,1 x 10, y lo méas preferiblemente de
aproximadamente 1,5 x 10™. Para las celdas de flujo a modo de ejemplo anterlormente mencionadas, los tubos
usados en la produccion de la preforma tienen un didmetro interno (DI) en el intervalo de entre 2 y 40 mm, o
preferiblemente entre 6 y 20 mm, y un didmetro externo (DE) en el intervalo de entre 6 y 55 mm, o preferiblemente
entre 15 y 35 mm. La preforma se construye preferiblemente a partir de tubos de silice que se producen
preferiblemente a partir de silice sintetizada mediante un procedimiento de deposicién quimica en fase de vapor o un
procedimiento de sol-gel. El nivel de impurezas quimicas de la silice es preferiblemente de menos de 2600 ppm.
Entre otras propiedades ventajosas tal silice tiene una transmision excepcional en el intervalo de longitud de onda de
250 a 400 nm y una fluorescencia intrinseca muy baja. El vidrio de silice también puede contener dopantes, por
ejemplo, Ge, P, F, B, Yb o Ti. Las concentraciones de dopantes totales pueden variar hasta el 10% en peso. Estos
dopantes son Utiles para ajustar las propiedades opticas de la silice, por ejemplo el indice de refraccion, absorbancia
o fluorescencia, y las propiedades fisicas tales como punto de reblandecimiento, resistencia y distribucién de
esfuerzos. En comparacion con otros vidrios de silicato, el vidrio de silice fabricado de manera sintética también
tiene una resistencia quimica muy buena, bajo coeficiente de expansion térmica y una concentracién de defectos
muy baja. La estructura de silice estirada resultante del procedimiento de fabricacion anteriormente descrito tiene
una resistencia mecanica superior en comparacion con tales estructuras fabricadas a partir de otros tipos de vidrio.

Se entendera que las razones y dimensiones preferibles anteriormente indicadas se aplican a un procedimiento
preferido para producir la celda 30 de flujo 6ptico monolitica de la figura 2 o 30’ en la figura 5 que tiene,
respectivamente, zonas Z o Z de deteccion de particulas cuadradas o hexagonales de aproximadamente
50 micrometros de parte plana a parte plana, con un grosor de pared para permitir un acabado apropiado después
del estirado. Se dotan ambas celdas de flujo monoliticas de una envolvente que comprende superficies planas
Opticamente pulidas que tienen separaciones de partes planas opuestas de 4,2 mm, con anchuras respectivas de
4,2 mmy 2,4 mm y longitudes de 6,3 mm. Se ha demostrado que ambas celdas de flujo funcionan en conjuntos de
celda de flujo apropiados a los que se adapt6 el aparato de la figura 1. Aunque los lados respectivos de las zonas de
deteccion de particulas y envolventes de tale celda de flujo pueden tener la misma anchura que en el caso de las
celdas de flujo a modo de ejemplo, es decir, dichas secciones transversales son regulares, los lados pueden tener
una anchura adaptada para lograr una relacién de longitud de trayecto éptico o angular deseada entre el eje de flujo
dentro de la zona de deteccién de particula y los lados de envolvente, mediante lo cual puede proporcionarse un
acoplamiento eficiente a sensores épticos apropiados. Los expertos en las técnicas de elaboracion del vidrio pueden
adaptar estas ensefanzas a proporcionar zonas de deteccion y grosores de pared apropiados para otras
aplicaciones pretendidas. Areas de la seccion transversal mas grandes en tales celdas de flujo 6ptico monoliticas
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requieren razones diferente y/o DE de preforma méas grandes, y paredes mas gruesas requieren DE de preforma
mas grandes. Adaptando de manera apropiada las razones y dimensiones, es posible formar elementos 6pticos que
tienen canales de mas de 62.500 micrémetros® de area de la seccion transversal que proporcionan datos 6pticos
aceptables (S y F) en un citémetro de flujo o grosores de pared de hasta 4,5 mm que proporcionan datos de V,Cy S
utilizables en analizadores de hematologia convencionales.

Antes del estirado, se prefiere que la superficie exterior de la preforma anteriormente mencionada tenga al menos
una unica parte plana de referencia (por ejemplo, para proporcionar una parte plana de aproximadamente 1,85 mm
de anchura después del estirado) formada sobre la misma mediante un procedimiento de esmerilado convencional,
siendo tal parte plana aceptablemente paralela (por ejemplo, dentro de aproximadamente 1 grado) a una de las
partes planas internas; si se desea, tales partes planas adicionales pueden esmerilarse paralelas a cada una de las
superficies planas que forman el canal poligonal interno. Después se posiciona la preforma aplanada en una torre de
estirado vertical en la que se calienta, mediante medios convencionales, hasta una temperatura de reblandecimiento
predeterminada a la que su viscosidad permite la deformacion, y se estira verticalmente hacia abajo a una tasa
controlada, preferiblemente de entre 0,05 y 2 metros/minuto, durante un tiempo controlado y a una orientacién
angular constante, mediante lo cual se mantiene la forma en seccién transversal poligonal del canal interno durante
la operacion de estirado y se logra el area de la seccidn transversal deseada de tamaro reducido en el canal
enfriado. Después de enfriar la estructura tubular estirada y cortarla hasta una longitud deseada, se lapea la
superficie exterior de tal estructura para proporcionar superficies de referencia planas adicionales, por ejemplo, que
se extienden preferiblemente de manera sustancialmente paralela a cada una de las partes planas del canal de flujo
interno, mediante lo cual la superficie exterior de la estructura estirada tendra una seccion transversal poligonal que
tiene una forma similar al canal interior y es sustancialmente coaxial con el mismo. Obsérvese, tal como se muestra
en la figura 6, que no es necesario que toda la superficie C” cilindrica original del elemento oOptico se retire en las
operaciones de aplanamiento, es decir, pueden no proporcionarse partes planas exteriores correspondientes a
algunas partes planas de canal de flujo interior o el grosor de pared requerido para algunas ventanas puede dejar
restos contiguos de la superficie de preforma original. Alternativamente, la preforma puede disefarse y
dimensionarse de modo que pueden alcanzarse las porciones Opticas deseadas de la envolvente al tiempo que se
dejan ventajosamente tales restos: particularmente para envolventes de celda de flujo triangulares y cuadradas,
superficies realmente planas que se extienden hasta una intersecciéon forman una esquina suficientemente afilada
como para experimentar astillamiento en el borde durante una manipulaciéon normal, y por tanto normalmente se
biselan tal como se muestra para las esquinas de la celda 30 de flujo en la figura 10 fabricada segln la presente
invencion y la celda 30 de flujo en la figura 13 fabricada segun el procedimiento de planarizacién de la técnica
anterior. La necesidad de tal etapa de biselado puede eliminarse si se disefia la preforma para dejar un pequefno
resto de la superficie original en las esquinas de la celda de flujo acabada, tal como se muestra para la celda 30” de
flujo en la figura 6.

Un método preferido para diferenciar cuerpos formados usando la celda de flujo de la invencién comprende las
etapas de (a) proporcionar una celda de flujo del tipo descrito en el presente documento que comprende un material
transparente monolitico sin uniones (es decir, sin interrupciones) que incluye un canal de flujo interno de seccién
transversal poligonal y que tiene al menos tres paredes diferenciadas (ventanas) a través de las cuales pueden
detectarse parametros opticos; (b) hacer pasar cuerpos formados a través del canal de flujo poligonal mientras se
irradian tales cuerpos formados con un haz de radiaciéon que pasa a través de una de tales paredes; y (c) detectar
diferentes parametros Opticos de los cuerpos formados irradiados a través de las otras dos paredes. Mas
preferiblemente, tal celda de flujo tiene al menos cinco paredes diferenciadas (ventanas) a través de las cuales
pueden detectarse parametros épticos vy, tras irradiar cuerpos formados dentro del canal de flujo con un haz de
radiaciéon que pasa a través de una primera pared, detectar radiacién de dispersién frontal a partir de los cuerpos
formados irradiados a través de una segunda pared; detectar radiacion de retrodispersion a partir de los cuerpos
formados irradiados a través de una tercera pared; detectar caracteristicas de fluorescencia de los cuerpos formados
irradiados a través de una cuarta pared; y detectar radiacion de dispersién lateral a partir de los cuerpos formados
irradiados a través de una quinta pared. Preferiblemente, al menos algunas de las mediciones Opticas anteriormente
mencionadas se combinan con mediciones de volumen de V y conductividad C de Coulter realizadas de manera
simultanea en los cuerpos formados irradiados que pasan en orden a través del canal de flujo para diferenciar tales
cuerpos formados.

A partir de la descripcién anterior, se apreciara que se ha proporcionado una celda de flujo 6ptico nueva y mejorada.
Al estar compuesta por una estructura monolitica, se eliminan todos los inconvenientes anteriormente indicados de
dispositivos de multiples componentes. Debido a la eliminacién de uniones inherentes a celdas de flujo compuestas
producidas ensamblando componentes complementarios, por ejemplo, CC1-CC4 en la celda 30 de flujo de la técnica
anterior en la figura 13, se mejoran drasticamente los rendimientos durante procedimientos de mecanizado tras el
estirado necesarios para formar una envolvente de celda de flujo deseada y conductos de volumetro adecuados
para la adquisicién de parametros de V y/o C de Coulter, tales como Z en la figura 2 0 Z’ en la figura 5. Ademas, se
reducen las tasas de fallo durante el uso, y los cuerpos formados se diferencian mas facilmente. Ademas, el método
de fabricacion usado para proporcionar las celdas de flujo a modo de ejemplo puede aplicarse generalmente a la
fabricacién de una amplia variedad de realizaciones de celdas de flujo optico.

La figura 9 es una ilustracién en perspectiva de una celda 30 de flujo 6ptico de cuatro lados monolitica que se fabrica
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mediante el método de la invencidn y es Util en una realizacion de la instrumentacién de la figura 1 que se basa
Unicamente en propiedades Opticas de cuerpos formados para diferenciar subpoblaciones, en la que se adquieren
parametros distintivos a partir de cuerpos formados que transitan por el canal de flujo cuadrado ilustrado en la figura
4 y que pasan en orden a través del haz B de laser. Tales celdas de flujo monoliticas se han producido mediante el
método anteriormente descrito que tienen canales 31 de flujo cuadrados de 47, 52, 65, 75, 100, 140 6 250
micrometros entre sus superficies de canal planas y envolventes cuadradas de 2,4, 3,5 6 4,2 mm de anchura W
entre las superficies 50 exteriores planas lapeadas paralelas a las superficies de canal interno; se han proporcionado
longitudes L de envolvente de 6,3, 9,2 6 12,5 mm entre las superficies 36 de extremo. Una celda de flujo de este
tipo, que tiene dimensiones de canal de 52 por 52 micrdmetros y anchuras de envolvente de 4,2 mm y longitud de
6,3 mm, se procesa adicionalmente para dar la celda 30 de flujo a modo de ejemplo en la figura 2 y se usa en el
analizador de hematologia Unicel® DxH recién introducido producido y comercializado por Beckman Coulter, Inc.
Otra celda de flujo de este tipo, que tiene dimensiones de canal de 250 por 250 micrémetros y anchuras de
envolvente de 4,25 mm vy longitud de 12,7 mm, se ha demostrado experimentalmente en el citometro de flujo de
fluorescencia XL™, también producido y comercializado por Beckman Coulter, Inc.

La figura 10 ilustra una vista en seccion transversal a través de la zona Z de deteccién de particulas de una celda 30
de flujo éptico de cuatro lados monolitica fabricada mediante el método de la invencion y Util en una realizacion de la
instrumentacion de la figura 1 que se basa Unicamente en propiedades dpticas de cuerpos formados (por ejemplo
BC2) para diferenciar subpoblaciones, por ejemplo, el citometro de flujo de fluorescencia FC500 producido y
comercializado por Beckman Coulter, Inc. En esta realizacién se adquieren parametros épticos a partir de cuerpos
formados que transitan por un canal de flujo rectangular ubicado fuera del eje de celda de flujo. Se han producido
canales prismaticos experimental de 140 por 320 micrometros mediante el método de la invencion, en una
envolvente de celda de flujo definida por superficies 50 planas exterior que proporcionan dos lados de 3,6 mm de
anchura y dos lados de 5,0 mm de anchura. En tales celdas de flujo, una ventana delgada permite la recogida de
radiacion de fluorescencia, excitada mediante el haz B de laser, hasta el angulo critico determinado por la diferencia
de indice de refraccion a través de la interfaz de vidrio/aire con Optica de recogida mas pequefa, tal como la lente 51
en la figura 1, de menor coste que lo necesario con grosores de pared de celda de flujo tipicos. Pueden adquirirse de
manera convencional sefiales de dispersion frontal (FS) u otros parametros épticos [por ejemplo, una segunda sefal
de fluorescencia (F2) o una senal de dispersion lateral (SS)].

La figura 11 ilustra una seccién longitudinal a través de la abertura JA de expulsién de chorro de una celda 30 de
flujo 6ptico monolitica fabricada a partir de la celda 30 de flujo monolitica en la figura 9 mediante métodos usados
para formar el conducto Z de volumetro de la celda 30 de flujo en la figura 2. Esta realizacion es util en un citometro
de flujo que se basa Unicamente en propiedades Opticas de cuerpos formados (por ejemplo, BC1-BC3) que pasan
en orden a través del haz B de laser para diferenciar y clasificar subpoblaciones seleccionadas segun sus
parametros distintivos. Los elementos en la figura 11 marcados de manera idéntica a los de la figura 2 funcionan de
la misma manera, es decir, se proyecta una corriente 74 de muestra hacia JA mediante el canal C1 en la boquilla 56
y se rodea por un liquido S1 de proteccién en el paso 33 tal como se ha descrito. El paso 33 difiere del paso 32 de la
figura 2 por tener una perforacion 54 mas larga a través de la superficie 36 de extremo superior, de modo que la
porcién de canal cuadrado original que forma la abertura JA de expulsion de chorro esta ubicada cerca de la
superficie 36 de extremo inferior, que no esta unida a elementos fluidicos de instrumento. La abertura JA de
expulsion de chorro tiene 75 por 75 micrometros y aproximadamente 500 micrometros de longitud entre las
superficies 55 y 57 de revolucién y esta dentro de una envolvente cuadrada que comprende superficies 50 planas
que tienen 2,4 mm de anchura por 6 mm de longitud. Una corriente 76’ compuesta de corrientes de proteccién y de
muestra central sale a través de la abertura JA de expulsion de chorro para formar un chorro en el aire. Entonces
pueden desviarse de manera electrostatica gotitas que contienen cuerpos formados deseados de manera
convencional segun los parametros detectados mediante métodos de transduccion 6ptica convencionales. Aunque
se muestra que el haz B de laser interseca la corriente de muestra por encima de la abertura JA de expulsion de
chorro, puede resultar ventajoso en algunas aplicaciones acoplar el haz B de laser a través de la pared de celda de
flujo que rodea la abertura tal como se describe para la instrumentacion de la figura 1, de modo que se produce
deteccion Optica dentro de la propia abertura de expulsién de chorro.

Las figuras 12A, 12B y 12C ilustran diferentes aspectos de una celda 90 de flujo éptico monolitica fabricada
esmerilando y puliendo una envolvente que tiene una superficie 96 de revolucion no ciclica central, preferiblemente
coaxial con el canal 93 de flujo prismatico; mas alla de la superficie de revolucion deseada, se retira material para
formar cilindros 92 de soporte solidarios, también coaxiales con el eje del canal 93 de flujo. Preferiblemente, dichas
superficies se generan tal como se conoce en la técnica de elaboracion del vidrio montando una longitud de una
estructura estirada apropiada, producida mediante el método anteriormente descrito y mas larga que la longitud
deseada de la celda 90 de flujo, entre los centros y retirando la longitud en exceso para formar superficies 91 de
extremo una vez sometida la superficie 96 a acabado segun se requiere. Preferiblemente, se produce una parte 97
plana para acoplar un haz de laser en la porcion 99 de deteccion del canal 93 de flujo como parte plana de
referencia antes de estirar la preforma, tal como se ha descrito, y se proporciona un pulido 6ptico una vez generada
la superficie 96 pero antes de retirar cualquier longitud en exceso para formar superficies 91 de extremo. La figura
12A es una vista en perspectiva de una celda 90 de flujo de este tipo adecuada para su uso en instrumentacién que
se basa Unicamente en parametros Opticos para la diferenciacién de tipos de cuerpos formados. La figura 12B ilustra
una seccion longitudinal axial de una celda de flujo éptico similar que comprende un conducto de volumetro central
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para la determinacion simultdnea de propiedades tanto épticas como de V y/o C de Coulter; producido tal como el
conducto Z de voltimetro en la figura 2, el paso 93’ comprende perforaciones 94 a partir de las superficies 91 de
extremo y superficies 95 de revolucion de transicién desde las perforaciones hasta el conducto 99 de volumetro en la
figura. La figura 12C es una secciodn transversal a través de la zona de deteccién de particulas de la celda de flujo en
la figura 12A o 12B. El haz B de laser entra en la celda 90 de flujo mediante la parte 97 plana e interacciona con
cuerpos formados dentro de la zona 99 de deteccion de particulas. Debido a la diferencia relativamente pequena en
el indice de refraccién entre liquidos de suspension y silice, la luz dispersada a partir del haz B de laser mediante
cuerpos formados, o emitida a partir de restos de fluorescencia usados para marcar alguna poblacién de cuerpos
formados, se desviara ligeramente tal como para celdas de flujo que tienen envolventes que comprenden ventanas
planas en el cruce de la superficie plana del canal 93 de flujo en la figura 12A o el conducto 99 de volumetro de la
figura 12B. Sin embargo, tal como se muestra en la figura 12C, tal luz no se desviara por refraccion al pasar a través
de la envolvente formada por la superficie 96 de revolucion, mientras que luz que pasa de manera similar a través de
una envolvente que comprende superficies planas se desvia por refraccion segin la diferencia relativamente grande
en el indice entre silice y aire tal como se muestra en las figuras 4, 10 y 13. Por consiguiente, celdas de flujo tales
como 90 en las figuras 12A y 12B ofrecen una eficiencia de recogida mayor y por tanto ventajas cuando deben
detectarse niveles de luz bajos. Se han fabricado celdas de flujo que tienen una superficie 96 de revolucién esférica
con un radio de 3,2 mm y una longitud de 9,5 mm entre las superficies 91 de extremo mediante los métodos dados a
conocer en el presente documento.

Tal como se indicé en la porcién introductoria de esta solicitud, determinadas desventajas son inherentes en celdas
de flujo éptico compuestas producidas uniendo componentes complementarios para lograr celdas de flujo éptico que
tienen un canal de flujo o conducto de volumetro de seccion transversal poligonal en el que se detectan propiedades
de particulas. También se indicé en esa parte como celdas de flujo éptico monoliticas que tienen un canal de flujo
cilindrico y una envolvente coaxial, producidas como tubos de pared gruesa estirados a partir de una preforma
sobredimensionada, evitan tal desventaja, pero inducen aberraciones en parametros Opticos adquiridos a través de
la pared que rodea la zona de deteccién de particulas. Los parrafos inmediatamente anteriores a éste describen
como el presente método inventivo de fabricacion de celdas de flujo evita las desventajas anteriormente
mencionadas de celdas de flujo compuestas y reduce las desventajas Opticas de celdas de flujo cilindricas. Sin
embargo, hay ventajas significativas adicionales de zonas de deteccion de particulas que tienen la seccién
transversal poligonal comprendida dentro de celdas de flujo 6ptico realmente monoliticas del tipo descrito en el
presente documento. Estas ventajas se originan a partir de la eliminacién de imperfecciones en las uniones usadas
para ensamblar celdas de flujo compuestas que tienen canales de flujo o conductos de volimetro no cilindricos tal
como se describe en la patente '652 o en la solicitud de patente estadounidense 2007/0085997 y sus precursores.
Tales uniones se han producido mediante el uso de adhesivos, procedimientos de unioén de vidrio a baja temperatura
usando agentes quimicos o vidrios para soldadura, o procedimientos de fusiéon a alta temperatura en los que se
colocan en estrecha proximidad superficies de los componentes complementarios que van a unirse y se calientan
suficientemente como para hacer que esas superficies se reblandezcan y se unan entre si. Las uniones formadas
mediante los dos primeros métodos son significativamente menos duraderas que las formadas mediante fusion de
los componentes complementarios y pueden dar como resultado fluorescencia de fondo que interfiere con la
radiacion fluorescente débil emitida por cuerpos formados que transitan por la zona de detecciéon de particulas
resultante; ademas, los agentes de unién pueden extender o dejar un residuo méas alla de las superficies
mecanizadas destinadas a definir la geometria de esquina de la zona de deteccién de particulas y por tanto
provocan una variabilidad de unidad a unidad impredecible en el flujo de fluido a través de la zona de deteccién.
Alternativamente, agente de unién insuficiente puede llenar el hueco entre componentes adyacentes de la celda de
flujo compuesta, dejando un hueco vacio que se extiende entre tales componentes a lo largo de la longitud de la
esquina que estaban destinados a formar estos componentes. Fuerzas viscosas que actlan sobre superficies
adyacentes de canales de flujo no cilindricos se combinan de tal manera que flujos de fluido cerca de las esquinas
experimentan resistencia adicional, y por tanto velocidades de flujo mas lentas, que cerca de las porciones centrales
de las superficies. Por consiguiente, cuerpos formados fuera del flujo casi axial en canales no cilindricos
experimentan velocidades de flujo inferiores y pueden migrar al interior de las esquinas de tales canales de flujo, por
ejemplo, durante transiciones de flujo requeridas para la purga de una muestra a partir del, y la introduccién de una
muestra diferente al interior del, paso 32 en las figuras 2 y 3. Debido a las pequefias dimensiones de conductos de
volumetro y la mayor dificultad para purgarlos exhaustivamente, esta posibilidad es muy preocupante cuando se
adquieren parametros de V y/o C de Coulter y, tal como se describid anteriormente, requiere una complejidad
adicional en el conjunto T de transductor de la instrumentacion de la figura 1. Los cuerpos formados tipicos tienen
como maximo varios micrometros de dimension y por tanto pueden secuestrarse en tales intersticios en uniones
imperfectas durante tales transiciones. Al reanudar el flujo continuo las velocidades de flujo bajas inducidas por
viscosidad cerca de esquinas de canal pueden ser insuficientes para barrer hacia fuera la totalidad de tales células
secuestradas, permitiendo el posible arrastre de cuerpos formados de una muestra a una muestra posterior. Si tal
cuerpo formado secuestrado es de los tipos de célula poco frecuentes criticos para el diagnéstico, no sélo estara
ausente de la primera muestra, sino que puede producirse en una siguiente muestra normal. Puede producirse como
resultado informacion de diagnoéstico errénea a partir del procesamiento posterior de parametros adquiridos a partir
de ambas muestras, por tanto el arrastre de cuerpos formados de una muestra de paciente a otra muestra de
paciente plantea graves preocupaciones normativas y de responsabilidad. Debido a la dificultad (comentada
anteriormente) para purgar los pequefnos conductos de volumetro requeridos para detectar parametros de V y/o C de
Coulter, la instrumentacién que usa celdas de flujo compuestas que comprenden tales conductos y que incluyen
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uniones de fusién esta sujeta a este ultimo fallo y también a sus implicaciones. Con respecto a las celdas de flujo
cilindricas monoliticas anteriormente mencionadas se observé que éstas se formaban facilmente porque la forma de
canal era la forma de energia minima para el vidrio reblandecido tal como sea necesario para la operaciéon de
estirado. También se aplican consideraciones de energia minima durante la unién de componentes complementarios
y, durante la operacién de fusion, dan como resultado el redondeo de la interseccion de las superficies que van a
unirse y las superficies destinadas a formar el canal de flujo no cilindrico. Por tanto, por ejemplo, en celdas de flujo
tales como las usadas en la instrumentacion experimental descrita en la patente '652 (por ejemplo, la celda 30 de
flujo en la figura 13), los bordes de las dos placas de separacion (por ejemplo, CC2 y CC4 en la figura 13) se
reblandecen y redondean aproximadamente alrededor de un centro dentro de las placas de separacion antes de que
el vidrio a granel se reblandezca suficientemente como para unir las superficies que van a unirse; tal redondeo esta
indicado para un borde de este tipo de CC4 mediante R” en la figura 13, pero se aplica a ambos bordes de este tipo
de las placas CC2 y CC4 de separacion. Tal como se indica en la figura 13, la seccion transversal del conducto Z de
volumetro resultante no es realmente rectangular, sino que mas bien tiene impuestos en dichas cuatro esquinas
intersticios adyacentes a las dos placas de ventana (por ejemplo, CC1 y CC3 en la figura 13) y que se extienden
hacia atras desde la esquina prevista varios micrometros. Se han observado intersticios que se extienden mas de 15
micrometros desde el canal de flujo y a lo largo de gran parte de la longitud de celda de flujo en celdas de flujo
planarizadas comerciales en dicha instrumentacién de la patente '652; estos tienen un radio perceptible de varios
micrometros en ambas esquinas de ambas placas de separacion. Tales intersticios llevan consigo la posibilidad
anteriormente mencionada de arrastre de cuerpos formados. Tal como se muestra en la figura 4, en las celdas de
flujo 6ptico realmente monoliticas de la presente invencion consideraciones de energia minima dan como resultado
que las esquinas de la porcion Z de deteccion de particulas del paso 32 en las figuras 2 y 3 tienen un radio interno R
y superficies planas, mediante lo cual se elimina la posibilidad de intersticios y arrastre asociado junto con las
preocupaciones normativas y de responsabilidad asociadas. Tal formacion de radio también reduce la porcién de la
seccién transversal de canal responsable de la peor ralentizacion inducida por la viscosidad del flujo pasante del
canal, facilitando también de ese modo la purga de cuerpos formados en una muestra analizada antes de la
introduccion de una muestra diferente cuando se usan tales celdas de flujo en la instrumentacion de la figura 1.

La invencién se ha descrito en detalle haciendo referencia a determinadas realizaciones preferidas. Por ejemplo,
aunque es preferible que el paso 32 sea central y esté ubicado a lo largo del eje longitudinal A del elemento 30
optico, algunas aplicaciones se benefician de que el paso ni sea central ni esté a lo largo de dicho eje. Por ejemplo,
los elementos 30 dpticos monoliticos se han producido para su uso en citdmetros de flujo que tienen un paso
rectangular desviado hacia una pared con el fin de mejorar la eficiencia de recogida de fluorescencia o coincidir
mejor con la longitud de trayecto éptico a través de la pared con lentes de recogida disponibles.
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REIVINDICACIONES

Método para producir una celda (30, 30’, 30”, 90) de flujo 6ptico monolitica, transparente, del tipo usado
para caracterizar cuerpos formados que pasan a través de la misma, teniendo dicha celda (30, 30’, 30", 90)
de flujo 6ptico formado en la misma un canal (Z, Z’, 93) de flujo interno prismatico definido por al menos tres
superficies (64) sustancialmente planas intersecantes, mediante lo cual dicho canal de flujo 6ptico tiene una
seccion transversal que tiene forma sustancialmente poligonal, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) proporcionar una preforma monolitica que comprende un tubo de vidrio de pared gruesa de
material siliceo que tiene un canal central prismatico que se extiende axialmente a través del
mismo, mostrando dicho canal una seccion transversal sustancialmente uniforme de una forma
poligonal deseada;

(b) calentar dicha preforma hasta una temperatura predeterminada por encima de la temperatura
de reblandecimiento de dicho tubo de vidrio;

(c) estirar axialmente dicha preforma a una tasa controlada, durante un tiempo controlado y a una
orientacion angular constante, para lograr un area de la seccién transversal deseada de dicho
canal prismatico.

Método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de lapear una superficie (50) plana
sobre la superficie (50) exterior de dicho tubo de vidrio antes de la etapa (b), siendo dicha superficie plana
sustancialmente paralela a una de las superficies (64) planas que definen dicho canal (Z, Z', 93) interno
prismatico.

Método segun la reivindicacién 2, que comprende ademas la etapa de enfriar dicha preforma después de la
etapa (c) y usar dicha superficie (50) plana sobre la superficie exterior de la preforma estirada como
superficie de referencia para producir superficies (50) planas adicionales sobre la preforma estirada que son
paralelas a las otras superficies (64) planas que definen el canal (Z, Z', 93) prismatico, mediante lo cual la
superficie exterior de la estructura estirada puede dotarse de una seccién transversal poligonal que tiene
una forma similar a al menos una porcion del canal (Z, Z’, 93) prismatico interior y es sustancialmente
coaxial con el mismo.

Método segun la reivindicacién 1, que comprende ademas la etapa de formar una superficie (96) de
revolucion no cilindrica sobre al menos una porcién de la superficie exterior de la estructura estirada.

Método segun la reivindicacién 2, que comprende ademas la etapa de formar una superficie (96) de
revolucion no cilindrica sobre al menos una porcién de la superficie exterior de la estructura estirada de tal
manera que una porcion residual de dicha superficie plana proporciona una ventana plana en la superficie
(96) de revolucion.

Método segun la reivindicacién 1, en el que dicha area de la seccion transversal del canal (Z, Z’, 93) que se
extiende axialmente en la preforma de vidrio se contrae en un factor de al menos 1000 durante dicha etapa
de estirado.

Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha preforma monolitica se produce (a) deslizando un tubo
(T1) de vidrio sobre un mandril (M) alargado que tiene una seccién transversal poligonal deseada, teniendo
dicho tubo (T1) secciones transversales interna y externa concéntricas de forma circular centradas en un
eje longitudinal, (b) calentando dicho tubo (T1) de vidrio y conjunto (M) de mandril hasta una temperatura
por encima de la temperatura de reblandecimiento del tubo (T1) de vidrio mientras que de manera
simultanea se hace rotar dicho tubo (T1) y conjunto (M) de mandril alrededor del eje longitudinal de dicho
tubo, mediante lo cual la seccion transversal del tubo interior se adapta a la seccidn transversal poligonal de
dicho mandril, y la seccién transversal del tubo exterior sigue siendo sustancialmente circular, y (c) retirando
dicho mandril (M) del tubo interior.

Método segun la reivindicacién 6, en el que se deslizan tubos adicionales de material de vidrio sobre un
tubo anterior para aumentar el grosor de pared de preforma antes de las etapas de calentamiento y estirado
y, después de posicionar de ese modo cada funda adicional, se calienta la estructura por encima de la
temperatura de reblandecimiento del material de vidrio, fusionando de ese modo los materiales de funda
entre si para formar una estructura monolitica.

Celda (30, 30’, 307, 90) de flujo Optico para su uso en un citometro de flujo del tipo adaptado para
caracterizar cuerpos formados basandose al menos en sus propiedades O&pticas respectivas,
comprendiendo dicha celda (30, 30°, 30", 90) de flujo una estructura monolitica sin interrupciones de
material siliceo Opticamente transparente, definiendo una porcion de dicha estructura monolitica un canal
(Z, Z’, 93) prismatico a través del cual puede hacerse que pasen cuerpos formados mientras se irradian
mediante radiacion Optica que pasa a través de dicha estructura, teniendo al menos una porcién axial de
dicho canal (Z, Z’, 93) de flujo una seccién transversal de forma poligonal, mediante lo cual la radiacion

19



10

15

20

25

30

35

40

10.

11.

12.

13.

14.

15.

ES 2796 655 T3

Optica que pasa a través de dicha estructura puede irradiar cuerpos formados dentro de dicho canal (Z, Z,
93) de flujo, y la radiacion optica resultante de dicha irradiacion sale de dicho canal de flujo a través de
diferentes superficies (64) planas que definen dicho canal prismatico.

Celda (30, 30’, 30", 90) de flujo éptico segun la reivindicacién 9, en la que dicho canal (Z, Z’, 93) prismatico
tiene de tres a ocho lados (64).

Celda de flujo éptico segun la reivindicacion 9, en la que

(a) la envolvente exterior de la estructura monolitica también tiene forma prismatica, siendo el
numero de lados de prisma igual al nimero de lados del canal de flujo y sustancialmente paralelos
a los mismos, mediante lo cual se proporciona una pluralidad de ventanas planas a través de las
cuales puede entrar y salir radiacién del canal de flujo;

(b) la envolvente exterior de la estructura monolitica estd dotada de lados (50) planos adicionales
paralelos a diferentes lados (64) del canal (Z, Z', 93) prismatico, proporcionandose de ese modo
una pluralidad de ventanas planas a través de las cuales puede entrar y salir radiacion del canal de
flujo; o

(c) al menos una porcién de la envolvente exterior de la estructura monolitica tiene forma esférica
para permitir que salga radiacion de la celda (30, 30’, 30", 90) de flujo con desviacién minima
debida a refraccion en el limite de envolvente.

Celda de flujo 6ptico segun la reivindicacion 9, en la que la estructura monolitica se produce mediante un
procedimiento de calentamiento/estirado.

Uso de la celda de flujo 6ptico de las reivindicaciones 9 a 12, en un método para diferenciar cuerpos
formados en una muestra liquida, comprendiendo el método las etapas de (a) proporcionar una celda (30,
30, 307, 90) de flujo éptico monolitica sin interrupciones que tiene al menos tres paredes (64) planas
diferenciadas que definen un canal (Z, Z', 93) de flujo de seccién transversal poligonal central; (b) hacer
pasar cuerpos formados en orden a través del canal (30, 30’, 30”, 90) de flujo mientras se irradian tales
cuerpos formados con un haz de radiacion que pasa a través de una de tales paredes (64); (c) detectar
diferentes parametros épticos de los cuerpos formados irradiados a través de al menos dos de dichas
paredes (64).

Uso de la celda (30, 30’, 30", 90) de flujo éptico de las reivindicaciones 9 a 12, segun la reivindicacion 13,
en el que dicha celda de flujo 6ptico monolitica tiene al menos cinco paredes (50) planas diferenciadas y en
el que la radiacién de dispersion frontal a partir de los cuerpos formados irradiados se detecta a través de
dos de dichas paredes, y la fluorescencia emitida a partir de los cuerpos formados irradiados se detecta a
través de otras dos de dichas paredes.

Uso de la celda (30, 30’, 30", 90) de flujo 6ptico de las reivindicaciones 9 a 12, segun la reivindicacion 14,
en el que dichas mediciones de dispersion de luz y fluorescencia se combinan con mediciones de volumen
V y/o conductividad C de Coulter realizadas de manera simultanea en cuerpos formados que pasan en
orden a través de dicho canal (Z, Z', 93) de flujo para diferenciar adicionalmente cuerpos formados.
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FIG. 1
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