CAPITULO 9
Sistema de adquisicion de particulas biogénicas

I. Introduccién

En el ano 2001, Pech Pacheco et al. propusieron
un modelo capaz de solucionar la problematica
de adquisicion, procesamiento e identificacion
de particulas biogénicas, en el cual se basa el
desarrollo de la plataforma computacional que
se describe en este capitulo. Sin embargo, en la
practica este modelo no fue implementado como
un sistema automatico, por la carencia del equi-
po necesario para cumplir la tarea, solo fue po-
sible implementar un sistema semi-automatico.
No obstante, este modelo reunia los atributos
funcionales para ser desarrollado tecnologica-
mente.

Bueno Ibarra (2005) disefié e implemento
un sistema completamente automatizado, esto
tuvo como consecuencia que fuera posible co-
nocer las limitaciones del modelo planteado
anteriormente. El modelo propuesto por Pech
Pacheco et al. (2001) procesaba iméagenes mo-
nocromaticas de baja resolucion, por lo tanto la
problematica asociada a la eficiencia y al manejo
de memoria de los procesos involucrados no era
un aspecto evidente.

Los algoritmos implementados por el mode-
lo anterior en el procesamiento de las imagenes
monocromaticas de baja resolucion, funciona-
ban con tiempos de procesamiento razonables,
el costo de memoria no era alto, procesandose
alrededor de 16 imagenes de 256 x 256 pixeles
(64 Kb) cada una por evento, las cuales integra-
ban varios campos capturados del microscopio;
mas adelante se describe el modelo planteado
por Pech Pacheco et al. (2001). En el trabajo
realizado por Bueno Ibarra (2005) se extendie-
ron las capacidades planteadas y se rediseno el
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modelo propuesto, con el objetivo de procesar
imégenes de color en alta resolucion.

[.1 Modelo base

El modelo planteado por Pech Pacheco ef al. en
el 2001 se muestra en la figura 1, en donde basi-
camente se seguian los procesos plasmados en el
diagrama por cada espécimen analizado bajo el
microscopio.

El proceso del modelo se inicia con la colo-
cacion de la muestra en el microscopio, continda
con la captura de un campo de la muestra, se le
realiza cierto procesamiento de imagenes al cam-
po, prosiguiendo con la integracion de un mosai-
co de campos, y se continda asi sucesivamente
hasta formar un tamano de mosaico deseado;
después, el mosaico es nuevamente procesado
y segmentado; a partir del mosaico segmentado,
se realiza un preanalisis de las particulas encon-
tradas, para posteriormente tratar de identificar
cada particula individualmente por algin algo-
ritmo de identificacion. Una vez terminado este
proceso, se continda con el andlisis de la siguien-
te muestra.

En el punto siguiente se detallan los proce-
sos del modelo de la figura 1, explicando las ca-
racteristicas de cada algoritmo que es integrado
en cada proceso.

[.1.7 Procesos involucrados en el modelo base

El andlisis de particulas comienza con un grupo
de especimenes que se desean identificar. Estos
se encuentran preparados en muestras colocadas
sobre laminillas de vidrio, que se colocaréan en la
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Figura 1. Modelo de adquisicién, procesamiento e identificacion automdtica de particulas biogénicas.

platina del microscopio. Este paso estd marcado
en el diagrama como inicio.

La muestra es colocada en una posicion pre-
viamente seleccionada y se inicia con la adquisi-
cion del primer campo (donde el campo es el area
que se observa en el microscopio en un objetivo
determinado, 10x, 40x, 60x, 100x, etc.) y asi se con-
tinta barriendo la muestra hasta el i-ésimo cam-
po, definido como f'(x,y),, de esta manera se va
formando una matriz de campos M x N, llama-
da mosaico, los cuales integran un area de analisis
de la muestra y definida por f(x,y),,, . Enla fi-
gura 2 se muestra la integracion del mosaico con
la captura de varios campos, los cuales forman la
imagen completa del drea que se desea analizar

f(x’y)MxN'

S (),

Figura 2. Formacién del mosaico de campos capturados.

A cada campo f(x,y), se le ejecuta un
proceso de autoenfoque, ya que el microscopio

captura en la misma posicion espacial (x, ) va-
rios campos a lo largo del eje Z; asi, del proceso
de autoenfoque es obtenida una imagen con la
mejor informacion visual del campo capturado,
dicha imagen esta ubicada en el plano en Z de
mejor enfoque.

Una vez que se ha obtenido la imagen me-
jor enfocada, se construye una imagen final del
campo, por medio de la integracion de un con-
junto de iméagenes capturadas a partir del plano
de mejor enfoque. Lo anterior es realizado me-
diante unas técnicas llamadas de fusion, las cua-
les proveen una deteccidn robusta y con mayor
informacion espacial de las particulas que seran
analizadas.

La ejecucion del proceso de fusion se hace
necesaria debido a que las particulas analizadas
dentro de una muestra presentan una estructu-
ra volumétrica, y el proceso de fusion construye
una imagen final a partir de la informacién con-
tenida en las imagenes obtenidas en diferentes
planos focales, deslizando la platina en el eje Z
hacia arriba y abajo del plano de mejor enfoque.
La técnica descrita es llamada técnica de fusion
multifoco; asi, la imagen final construida, llama-
da imagen fusionada, es representada por
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donde f"(x,y), es la imagen fusionada del cam-
po i-ésimo y las imdgenes [f(x,y),] son captu-
radas a diferentes planos focales del plano de
mejor enfoque. En la figura 3 se muestra esta
técnica, donde se tienen ocho imagenes captura-
das a diferentes alturas en Z.

Figura 3. Las cuatro imégenes de la parte superior fueron
capturadas hacia arriba del plano de enfoque, sobre el eje Z,
mientras las imdgenes de la parte inferior fueron capturadas
hacia abajo del plano de enfoque, todas éstas forman la ima-
gen fusionada.

Al aplicar la técnica de fusion se tiene una
imagen final del campo f”(x,y), capturado con
la informacion relevante de las imagenes que la
forman. Esta técnica de fusion permite traer a un
solo plano informacion adicional de los diferen-
tes campos capturados en diferentes Zs, por lo
tanto la imagen fusionada presenta la mejor ca-
lidad visual y de informacidn, siendo ésta la que
integre el mosaico de imagenes de la muestra.

Enlafigura 4 se muestralaimagen final de los
campos fusionados capturados y mostrados en la
figura 3. Los procesos explicados anteriormen-
te se llevan a cabo en los bloques de adquisicion
del campo y procesamiento del campo (figura 1).
Continuando con el procesamiento del mosaico, €l
mosaico formado contiene una serie de anoma-
lias y defectos debido a las diferencias de ilumi-
nacion y a las producidas por la misma técnica
de fusion. En la figura 5 se observa el mosaico
que presenta campos iluminados con diferentes
intensidades, esto trae como consecuencia el
tener que realizar un procesamiento de mejora
en el mosaico formado f(x,»),,.v- En el bloque
de procesamiento del mosaico del modelo, son
llevadas acabo tres etapas: la primera, una co-
rreccion de fondo de la imagen del mosaico; la
segunda, una mejora de la imagen y la tercera,
una segmentacion.

i
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Figura 5. Mosaico con problemas de iluminacién.

En la primera etapa es aplicada la técnica de
top-hat o la técnica de rolling ball (Russ, 1995),
para llevar a cabo una correccion del fondo. La
operacion de filtraje por top-hat, los pixeles cuyo
valor exceda un umbral determinado son consi-
derados ruido y seran reemplazados por el valor
de la media o mediana de los pixeles vecinos,
mientras que en la técnica de Rolling Ball con-
sidera que los pixeles mas obscuros son los que
van a ser eliminadas de la imagen.

En la segunda etapa se ejecuta la aplicacion
de un filtraje paso bajo en la imagen del mosaico
resultante de la primera etapa; esto genera un
suavizado en la imagen, produciendo que el his-
tograma de ésta nos quede con una forma gau-
siana, permitiendo la aplicacion de una técnica
de segmentacion ejecutada en la tercera etapa.

Por ultimo, en la tercera etapa se aplica una
técnica llamada técnica del tridngulo, la cual ayu-
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da a segmentar la imagen y asi tener una nue-
va informacion en donde realizar una deteccion
adecuada de las particulas. La técnica del tridn-
gulo consiste en la obtencion de un valor de um-
bralizacién T, localizado en la distancia media de
la recta de los valores extremos del histograma
en donde la recta perpendicular a esta recta sea
de longitud mayor (figura 6). Asi el valor T ob-
tenido sera utilizado como valor de referencia
para realizar la segmentacion. En la figura 7 se
muestra un ejemplo de la imagen resultante des-
pués de haber aplicado la técnica del tridngulo.

1

Figura 6. Método del tridngulo, para segmentacion.
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Figura 7. Mosaico segmentado, por el método del tridngulo.
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En el bloque de andlisis del mosaico se rea-
liza un andlisis de la imagen del mosaico seg-
mentado, con el objetivo de poder clasificar y
detectar las particulas contenidas en la muestra.
El proceso de andlisis se llevara a cabo por me-
dio de la ejecucion de dos pasos: el primer paso
consistird en detectar y localizar las diferentes

particulas contenidas en la muestra por medio
de diferentes técnicas, y en el segundo paso se
llevara a cabo un proceso de etiquetado de parti-
culas previamente detectadas y localizadas.

Dentro de las técnicas para detectar parti-
culas se mencionan las siguientes: aproximacion
eliptica, andlisis de ejes principales mayory menor,
andlisis de tamarios, etc., observe en la figura 8
como se lleva a cabo la deteccion de una particu-
la en un mosaico tipico ya procesado, mediante
las técnicas mencionadas anteriormente. Una
vez que ya han sido detectadas las particulas, se
les registra la ubicacion almacenando las coorde-
nadas dentro del mosaico.

Figura 8. Deteccién y localizacién de particulas del mosaico.

En la figura 9 se muestra un ejemplo donde
se han detectado y registrado las localizaciones
de las particulas, prosiguiendo con la etapa de
etiquetado.
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Figura 9. Etiquetado de las particulas, que fueron detectadas
y localizadas.
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Al momento de ejecutar esta etapa, se tiene
almacenada la informacion de todas las particu-
las que son de interés. Lo que prosigue a con-
tinuacion es realizar recortes de la imagen con
todas aquellas particulas que previamente fue-
ron marcadas como posibles candidatas de ser
identificadas. En la figura 10 se muestra el re-
corte de particulas, los cuales seran utilizados en
el proceso de identificacion de particulas dentro
del mosaico.

g
AR

b

Figura 10. Recorte de todas las particulas que son candidatas
para realizar una posible identificacion.

Cuando las particulas ya han sido recorta-
das, se prosigue a comparar cada una de ellas
con filtros (imagenes) previamente creados de
las particulas que se desea identificar. El proce-
so de identificacion es ejecutado por el bloque
identificacion a partir del mosaico; en este bloque
se ejecutan tres técnicas: la primera de ellas es
obtener la muestra transformada con una inva-
rianza de posicion, la segunda técnica es obtener
la muestra con invarianza de escala, 0 sea con in-
variancias de tamafo, y por ultimo, obtener la
muestra con invarianza de rotacion.

En el proceso de identificacion se realiza una
comparacion entre los filtros que previamente se
almacenaron de las particulas que se desean iden-
tificar; estos filtros no son otra cosa que muestras
de particulas previamente transformadas con las
técnicas mencionadas anteriormente. De este
modo, la muestra que se ha transformado se com-
para con los valores de las imdgenes transforma-
das previamente contenidas en los filtros.

Este proceso de comparacion se lleva a cabo
mediante la correlacion entre los valores de las

iméigenes transformadas, lo cual es llamado pro-
ceso de correlacion invariante; si la particula es
identificada, significa que el valor de correlacion
€S muy cercano a uno, ya que los valores obtenidos
son valores normalizados (valores entre 0y 1).

Dentro de las técnicas de correlacion inva-
riante (IC) se han propuesto varias metodolo-
gias (Alvarez-Borrego y Chavez-Sanchez, 2001;
Alvarez—Borrego et al., 2002; Alvarez—Borrego
y Castro-Longoria 2003), (Pech-Pacheco et al.,
2001, 2003), y dentro de estas técnicas de IC, se
utiliza la técnica de correlacion de fase con filtros
simples (SFPC) y la técnica de correlacion de fase
con filtros compuestos (CFPC).

Todas estas técnicas han demostrado que in-
crementan la robustez en la identificacion y el
valor de discriminacion entre particulas analiza-
das; ademads, estas metodologias integran dentro
de sus algoritmos transformaciones con inva-
rianzas a escala, posicion y rotacion. Como una
observacion adicional, estas técnicas han dado
resultados altamente satisfactorios en la identifi-
cacion de algunas particulas biogénicas.

Asi, el modelo mencionado anteriormente
sirvi0 como base para el planteamiento de un
nuevo modelo, diseno y desarrollo de una nue-
va plataforma computacional. Sin embargo, se
realizaron algunas adecuaciones importantes al
modelo anterior para poder soportar los nuevos
requerimientos de las tecnologias actuales refe-
rentes a la captura y manejo de imagenes, tales
como son el manejo de imagenes de color e ima-
genes en alta resolucion (imédgenes mayores al
mega-pixel).

En la siguiente seccion se plasmay se explica
ampliamente el modelo planteado, que cumple
con los nuevos requerimientos y que soluciona
algunos de los problemas encontrados en el pri-
mer modelo.

I1. Desarrollo de una tecnologia
sistematizada computacional

En el desarrollo de esta nueva tecnologia compu-
tacional se formulan algunas propuestas impor-
tantes, con el objetivo de expandir y optimizar
el modelo anterior. La primera propuesta fue la
simplificacion general del modelo. Observemos
la figura 11: basicamente se llevan a cabo dos
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procesos generales, el proceso de adquisicion y
el proceso de analisis. Esta simplificacion es im-
portante porque se puede disenar e implementar
cada proceso por separado, trayendo una serie
de ventajas y bondades que seran mencionadas
conforme se vaya desarrollando esta seccidn.

La tecnologia computacional desarrollada se
centra en la integracion dentro de la plataforma
de un proceso automatico de adquisicion de ima-
genes. El producto resultante de este proceso
serd una imagen final, la cual contenga la mejor
calidad visual y de informacion espacial, misma
que serd utilizada por el proceso de anélisis. El
proceso de andlisis —como est4 definido en este
contexto— no es parte integral del presente es-
crito; sin embargo, se mencionan y describen al-
gunos algoritmos utilizados anteriormente en la
identificacion de particulas que han dado resul-
tados satisfactorios en la identificacion de algu-
nas particulas biogénicas.

En la reorganizacion del modelo, se propo-
nen tres modos de operacion de la plataforma
computacional, asi como se proponen tres mo-
dos de adquisicion de campos en Z 'y dos modos
de barrido (movimiento de la platina) en X/Y.

Dentro de los modos de operacion del siste-
ma esta el campo unitario, mosaico (proceso no
distribuido) y mosaico (proceso distribuido). Con
respecto a los modos de adquisicion de los cam-
pos en Z, se proponen los siguientes: Z unitaria,
Z unitaria con autoenfoque 'y Z multifoco. Por
ultimo, con respecto a los modos de barrido de la
muestra en X/Y se propone: el barrido X/Y equi-
distante y el barrido X/Y por definicion de matriz.

Toda esta reestructuracion de procesos sur-
ge por la necesidad de optimizar los recursos
de computo, optimizar los tiempos de captura,
operar con imagenes de alta resolucion a color,
tener la capacidad para la implementacion y ex-
perimentacion de nuevos algoritmos y, por ulti-
mo, tener la capacidad de adquisicion y andlisis
de imagenes bajo el microscopio por medio de
un multiproceso distribuido.

[1.7. Modos de operacion
de la plataforma computacional

Cada uno de los modos de operacion propuestos
estan disenados para dar una solucion a una pro-
blemaética real con respecto a la forma de adqui-

rir imagenes de particulas biogénicas a través del
microscopio. La forma en que se abordara cada
uno de los modos de operacion se hard mencio-
nando: la forma de utilizacién, la problematica
que puede ser solucionada con el modo de ope-
racion respectivo y una explicacion del diagrama
respectivo, escribiendo algunos comentarios con
respecto al modelo anterior, si hay algin punto
de importancia.

Campo unitario

Este modo de operacion estd disefiado para la
captura de campos de manera individual. El
usuario se ubica dentro de la muestra y captura
el campo deseado. El modo de campo unitario
es un proceso semi-automético de adquisicion y
analisis de campos. Dentro de las bondades de
este modo de operacion, cabe mencionar las si-
guientes: 1. Identificacion individual de campos:
el usuario captura y da un nombre tinico al cam-
po seleccionado; 2. Analisis individual de cam-
pos: el usuario captura los campos seleccionados
y tiene la posibilidad de realizar un analisis in-
dividual de cada campo, segin sea su requeri-
miento; 3. Puede formar una base de datos de
campos por area de andlisis, administrando el
grupo de campos que esta capturando, organi-
zandolos en diferentes carpetas de trabajo; y 4.
El usuario tiene la posibilidad de realizar un pro-
ceso de mejoramiento individual de las imagenes
capturadas de los campos, corriendo el subpro-
ceso de procesamiento de campo para un campo
en particular, mismo que podra ser alimentado
individualmente al proceso de analisis. En resu-
men, este modo de operacion permite al usuario
procesar un campo en particular segtn las ne-
cesidades requeridas; controlando cada proceso
y subproceso individualmente, el usuario decide
que subproceso correr; por otro lado, todos los
procesos seleccionados son ejecutados en el mis-
mo equipo de trabajo.

Enlafigura 11 se muestra el diagrama de pro-
cesos del modo de operacion de campo unitario.
La laminilla con la muestra es montada en el mi-
croscopio, después el usuario decide qué campo
capturar, esto se realiza mediante el control de
la platina por medio del joystick de movimiento,
ubicandose en una coordenada X/Y; la captura
del campo seréa realizada de acuerdo a los para-
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Figura 11. Diagrama de procesos del modo de Operacién de Campo Unitario.

metros de control del modo de adquisicion en Z,
de esta manera comenzard la captura automa-
ticamente; posteriormente, el usuario decide el
tipo de andlisis que le sera realizado al campo,
previamente capturado, dentro del proceso de
analisis. Luego, el usuario podra capturar otro
campo de la misma muestra o, en su defecto, co-
locar y alimentar otra laminilla con otra muestra.
Todos los campos capturados seran almacenados
en sus respectivas carpetas en algin formato di-
gital. Por conveniencia, el formato de trabajo es
BMP.

Mosaico (proceso no distribuido)

Este modo de operacion estd disefiado para
operar automéaticamente. El usuario solamente
define dos puntos inicialmente de captura en la
muestra, un punto superior izquierdo y el otro
punto en la parte inferior derecha de la lami-
na. Asi, con estas dos coordenadas dentro de
la muestra se define un area de adquisicion de
campos, los cuales seran capturados de acuerdo
a los parametros seleccionados de los modos de

adquisicion, explicados mas adelante. Dentro de
las bondades de este modo de adquisicion esta
la factibilidad para procesar grandes volimenes
de informacion, sin cargar a la computadora con
un gasto sumamente grande de memoria, como
ocurria con el modelo propuesto por Pech Pa-
checo et al. (2001) al formar el mosaico. En este
modo se capturan los campos formando un mo-
saico virtual, esto significa que el mosaico forma-
do no es integrado fisicamente en la memoria,
como lo realizaba el modelo anterior. El modelo
de Pech Pacheco et al. (2001) unia cada campo
para formar una matriz sumamente grande en
memoria, a esta matriz se le llamaba mosaico; de
ahi —como se ha mencionado— se procesaba el
mosaico. Sin embargo, en este modo —de igual
forma que en el modelo anterior— se forma el
mosaico, pero integrado en el medio de almace-
namiento secundario y solo se carga a memoria
el campo que se esté procesando en ese momen-
to; esto trae como consecuencia que se puedan
procesar mosaicos de N x M campos de cualquier
resolucion y tamafo, sin tener que contar con
una memoria de RAM muy grande, solo la nece-



184 Josué Alvarez Borrego, Mario Alonso Bueno Ibarra y Maria Cristina Chdvez Sanchez

saria para poder procesar los campos individua-
les que forman la matriz del mosaico. El equipo
utilizado en la experimentacion y desarrollo de
esta plataforma contiene 1 Gb de memoria, una
cantidad de memoria que puede ser accesible en
la actualidad.

Sin embargo, la desventaja de este modo de
operacion es la necesidad de contar con medios
de almacenamiento secundario muy grandes,
alrededor de 100 a 150 Gb, para procesar una
muestra. Desventaja que ha sido solucionada
con la aparicion de los nuevos discos de almace-
namiento secundario de hasta 450 Gb.

En la figura 12 se muestra el diagrama de
procesos del modo de operacion de mosaico con
proceso no distribuido. En este modelo no se
integra realmente el mosaico. No es necesario
realizar el subproceso de correccion de ilumi-
nacion, debido a que cada campo es procesado
individualmente y por lo tanto hay un ahorro de
tiempo. Los subprocesos de autoenfoque y fu-
sion corrigen la imagen final; asi, la imagen que

fue obtenida puede entrar al proceso de anéli-
sis sin ningn problema, para continuar con la
estrategia de andlisis definida para la particula
biogénica que se esta adquiriendo.

Por ultimo, una de las ventajas que tiene este
modelo actual es la factibilidad de poder pro-
gramar como se van a adquirir los campos de la
muestra, tanto en X/Y como en Z, con el objeti-
vo de tener una imagen final de mayor calidad.

Mosaico (proceso distribuido)

Este modo de operacion (figura 13) integra to-
das las ventajas de los dos modos anteriores. Por
un lado, realiza el procesamiento de campos in-
tegrando el mosaico virtual y por el otro, es un
modo de procesamiento completamente auto-
matico.

Dicho modo es una de las mayores contribu-
ciones desde la perspectiva de la aplicacion de
este trabajo. El modo esta disefiado para operar
automaticamente y con procesos ejecutados en
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Figura 12. Diagrama de procesos del modo de Operacién de Mosaico (proceso no distribuido).




Sistema de adquisicion de particulas biogénicas 185

forma distribuida, lo cual significa que se pueden
estar capturando campos desde el microscopio,
mientras que en otra computadora se estan pro-
cesando los campos capturados, y en otra mas se
podrian estar analizando los mosaicos ya mejo-
rados.

Otra bondad de este modelo es la posibili-
dad de adquirir muestras via un alimentador de
laminillas. Es posible colocar todas las muestras
que se desean analizar en el magazin del alimen-
tador y, con la plataforma, podrian adquirirse
una a una cada laminilla hasta producir todas
las imagenes de cada laminilla. En la actualidad
sOlo se puede procesar una laminilla a la vez, sin
embargo en el disefio estructural del modo de
operacion esta definido el poder integrar un con-
trol de este tipo.

La inicializaciéon de este modo de opera-
cién es sumamente sencilla, solamente se define
el area de adquisicion promedio que serd ana-
lizada de las muestras, via la definicion de dos
puntos que conformara el area de analisis; pos-

teriormente se define de cudntas imagenes sera
integrado el mosaico virtual, prosiguiendo con la
definicion, si se desea, de una captura en Z para
cada campo, con el propésito de ejecutar un pro-
ceso automatico de autoenfoque y fusion para
cada campo que entrard al proceso de analisis.

Otros parametros adicionales son: la defini-
cion del objetivo de captura y por ultimo se rea-
liza un proceso de inicializacion de los limites de
movimiento del microscopio para el movimiento
en X/Y y el recorrido en Z, posteriormente se
coloca la laminilla y automaticamente la plata-
forma capturaré las imdgenes respectivas de la
laminilla analizada.

Desde de la perspectiva practica del labora-
torista encargado de procesar las muestras bajo
el microscopio, este modelo es un avance signi-
ficativo en la captura de imagenes. Actualmente
los encargados del 4rea tardan mucho tiempo en
revisar toda la laminilla y en muchas ocasiones
se pueden escapar a la vision algunas areas de
interés.

Inicio PROCESO DE ADQUISICION
Procesamiento de Campo Einininln
CICI I
Laminilla Adgquisicién del CoCc
i-ésima Campo [ Fusion | LI
Mosaico
Integracion Légica
—=
Control Control -
z XY Almacenamiento de

Imagenes

Mosaico
(Formato IMC)

PROCESO DE ANALISIS

Banco de Imagenes
Mosaico

S
Imagen - Identificacion a
i-6sima Andlisis artir del
del del Banco e
B Banco

Distribuidas

Fin

Figura 13. Diagrama de procesos del modo de Operacién de Mosaico (proceso distribuido).
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Asi, para que el lector tenga una idea de lo
que implica la basqueda de una particula tipica,
imagine que el drea de una cancha de balonces-
to es una muestra tipica de histologia que va a
ser analizada, en donde se anda buscando una
pelota de ping pong (equivalente a la busque-
da de un patégeno o una patologia x), lo Unico
que se puede observar a la vez de la cancha es
el area de una lupa de 12 cm de didmetro con la
que se revisara la cancha (equivalente al objetivo
x). Como puede suponer, simplemente recorrer
toda la cancha seria ya un problema, revisarla es
otro problema mayor; pero si se le agrega que la
pelota de ping pong puede estar elevada en el
aire y con la lupa sélo puede observar 5 cm de
altura en cada posiciOn que se revise, entonces
se necesitaria que la lupa recorriera diferentes
alturas desde el piso para visualizar otras alturas.
Ahora imagine que la pelota de ping pong puede
estar en una altura entre los 0 metros y los 2.5
metros. El problema de revision es sumamente
agotador. En la actualidad, asi es como el perso-
nal de laboratorio realiza el proceso de revision
cuando se identifican en un campo las particulas
buscadas. Por ejemplo, células infectadas con
bacterias, cuerpos de inclusion de virus, etc. Sig-
nificaria que la cancha hipotética de baloncesto
esta practicamente saturada de pelotas de ping
pong. Conclusion: el paciente esta infectado o el
tejido presenta una incidencia muy alta de pato-
genos.

A continuacién se plantea una pregunta,
4qué pasaria si la infeccion esta en sus inicios?,
es decir s6lo hay un nimero minimo de pelotas
de ping pong en nuestra cancha, {cémo identifi-
carfa el personal de laboratorio esas particulas?
La respuesta es simple: con los métodos de bus-
queda actuales hay que realizar una busqueda
minuciosa, y a veces las pocas pelotas de ping
pong se pueden escapar a la busqueda en la la-
minilla.

Por lo tanto, este desarrollo realiza toda
esa busqueda y captura de forma automética,
lo que se traduce en un ahorro considerable de
esfuerzo, y sobre todo es una herramienta que
puede ayudar a los expertos a ser mds producti-
vos, significando la posibilidad de detectar mas
rapidamente posibles cambios patologicos o
simplemente tener la capacidad de procesar méas
muestras.

[1.2. Modos de adquisicién

Los modos de adquisicion son los controles que
contiene la plataforma para la captura de campos
desde el microscopio para los movimientos en
X/Y y Z, ademas controlan la forma de compor-
tamiento de los servomotores del microscopio.
Otra funcidn es la de controlar los subprocesos
de autoenfoque y fusion sobre una nomenclatura
de nombres de campos previamente creada; esto
es: cuando se selecciona alguno de los modos de
adquisicion, los archivos de las imagenes captu-
radas se guardardn con un nombre especifico de
acuerdo a una nomenclatura previamente dise-
nada. Por ejemplo, si se utiliza el modo de adqui-
sicién 1Z (0 pm)), la nomenclatura utilizada serd
el nombre de archivo que el usuario proveyo con
una terminacion “_001”, el cual indica que sélo
hay un campo en Z y es el numero 001.

Asi, dentro de la plataforma desarrollada hay
tres modos de adquisicion para el movimiento en
7.y dos modos de adquisicion para el movimien-
to en X/Y de la platina.

Modos1Z (O um)y1Z
(autoenfoque por sistema)

Estos dos modos de adquisicion capturan s6lo una
imagen del campo en donde esté ubicado en X/Y
el microscopio en ese momento, el modo 7 Z (0
pm ) adquiere un solo campo ubicado en el foco,
donde previamente el usuario busca manualmen-
te el foco de la muestra.

En el modo 7 Z (autoenfoque por sistema), se
captura de forma similar que en el modo ante-
rior s6lo un campo, la diferencia estriba en que
el sistema realiza una busqueda de la altura en
Z, donde se encuentre el foco; sin embargo, la
platina debe ser colocada manualmente a una
altura en Z de referencia, proxima al foco. El al-
goritmo de control del autoenfoque del sistema
tiene un comportamiento similar a un autoen-
foque por andlisis de varianza, sin embargo no
son proveidos los algoritmos en que se basan las
rutinas de autoenfoque del microscopio Leica
(es un sistema cerrado). En pruebas realizadas
el algoritmo no es robusto, la ubicacion en Z se
perdio al buscar el foco y el tiempo de enfoque
fue sumamente largo para una muestra simple
bien contrastada.
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Figura 14. Modo de adquisicién n Z (Multifoco).

Estos dos modos de control son para operar
capturas de muestras radpidamente. Usualmente
son seleccionados estos modos cuando se utili-
za con el modo de operacion de campo unitario,
es decir cuando el usuario desea capturar una
muestra que esta observando en ese momento.

Modo n Z (Multifoco)

Este modo es otra contribucion importante, el
modo n Z (Multifoco) esta disenado para asegu-
rar dos aspectos importantes: el primer aspec-
to asegura que la imagen mejor enfocada sera
la obtenida por el subproceso de autoenfoque,
donde ésta va a contener la informacion mas re-
levante de la muestra y ademads la mejor calidad
visual; el segundo aspecto es que se asegura que
a la particula analizada se le capturen todos los
planos focales necesarios para obtener la infor-
macion total necesaria para el analisis.

Una de las bondades de este modo es que
no se necesita una Z de referencia que tenga
que ser alimentada cada vez que se captura un
campo, sOlo es necesario proveer los limites del
recorrido en Z de la platina y el foco de la mues-
tra inicial que se vaya analizar; sin embargo, cabe
mencionar que el proveer el foco es solo por ra-
zones de eficiencia, realizandose s6lo una vez en
la inicializacion del microscopio.

En la figura 14 se muestra el diagrama de
operacion de este modo de adquisicion. La ba-
rra azul indica el recorrido en Z de la platina,
recorriendo desde las -12,000 um. (12 mm, par-
te inferior hasta las +120 uym. (parte superior),
con 0 um. en el foco F, inicial. Por lo tanto,
inicialmente se indican tres valores en el control
interno del microscopio: el primer valor, el limi-
te inferior de recorrido de la platina £, (-12,000
um.); el segundo valor, limite superior 1,
(+120 pm.) y el tercer valor, el foco inicial de
la muestra F, (0 um.), los valores inicializados
son posiciones absolutas dentro del “hardware”
del microscopio.

La idea primordial en el disefio de este modo
es que el microscopio hiciera un barrido fino en
la region definida como region de captura fina
(donde se encuentra la muestra), delimitada
por ., y E. (en esta region el paso de cap-
tura es proveido por el usuario en el orden de
0.1<D, <1.0 um., dependiendo de las caracte-
risticas de la particula). El espesor de la region
de captura fina R, también es alimentado por
el usuario, esto con el objetivo de controlar qué
tantas imagenes van a ser capturadas a partir del
grosor de esta region; un valor tipico del tamafo
de la regi6én de captura fina es R, =2R, +G,,
um., donde R/, =20 um.

Otro valor que también es suministrado por
el usuario en N, es el nimero de planos total
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en Z que desea capturar para un campo (valores
tipicos son 100 planos focales); sin embargo si
el usuario provee un nimero menor de planos
a capturar, el sistema ajusta al minimo valor de
planos que deben ser capturados, para asegurar
la integridad del subproceso de autoenfoque y
de fusion.

Por ultimo, el grosor promedio de la muestra
analizada debe ser proveido por el usuario, esto
para calcular todas las demas variables que debe
utilizar el modo para adquirir imagenes en Z. El
grosor esta representado por la variable G,, .

Una vez proveidas las variables mencionadas,
las siguientes variables son calculadas: la primera
es posicion inicial en Z de la particula, dada por
1,, =% 1 ,; el limite donde termina el cuerpo de la
particula calculado por £,,, =1, - G,, ; €l inicio de
la region de captura fina, dada por 7., =1, +R.,;
elfinal de laregion de capturafina, £, =E,,, - R,
y por ultimo el limite de captura en Z, calculado
por L, = F, —200-

Dos regiones adicionales son barridas, las
regiones 1y 2, en las cuales también se realiza
una captura de campos, solo que el paso en Z
es mayor que en la region fina. Las ecuacio-
nes que calculan estas regiones son N, = Rc*p ,

NZ_NCF ' b

Region 2 — )

N =

Region 1

Modo X/Y

Una vez definidos los parametros de control de
Z, se capturan los planos focales; sin embargo,
todo el proceso mencionado anteriormente es
ejecutado para una sola posicion en X/Y, es de-
cir: si se van a capturar 100 campos en Z, sera
sOlo para un punto en la muestra en X/Y, por lo
tanto la plataforma integra otro modo de adqui-
sicion para el control de los desplazamientos en
X/Y.

Para este modo hay dos variantes: la primera
es proveer los puntos iniciales (X,,Y,), (X,,Y,)
y el nimero de campos deseados que se quieren

capturar en X y Y, asi el espaciamiento entre
X F_ X I

. Ax = _
X'y Y estara calculado por Nim. Campos X

Ay = YF_Y]
y ™ Nim. Campos Y tespectivamente; la otra
variante del modo es decirle al sistema que

Ax=Ay =0, por lo tanto se capturaran el nu-
mero de campos seleccionado, s6lo que a par-
tir de (X,,Y,), con la posibilidad de no llegar a
capturar hasta el punto (X,,Y,). En la figura 15
se muestran las variables referenciadas anterior-
mente.

. P
Punto Final X
Ay
| i
Y
: &
| ] Punto Inlclal
Ax

(XY

Figura 15. Modo de adquisicién en X/Y.

[1.3. Interfase de control

Basicamente, todo el control de lo mencionado
anteriormente estd integrado en una interfase
que el usuario puede manipular. En la figura 16
se muestra la interfase de control de la plataforma
computacional.

Cinco secciones estan contenidas en la inter-
fase: la primera seccion es utilizada para la ini-
cializacion de la platina; la seccion dos es para la
seleccion del modo de adquisicion para Z; la sec-
cién tres controla el modo de adquisicion para
X/Y y el objetivo de captura; la seccion cuatro es
para la identificacion de los campos en el medio
de almacenamientoy la carpeta o directorio don-
de serdn almacenadas las imédgenes; y por dltimo,
la seccion cinco es para controlar manualmente
la posicién de la platina. Brevemente se explica-
ran los controles de la interfase para operar la
adquisicion de imagenes en los diferentes modos
de operacidon mencionados anteriormente.
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Figura 16. Interfase de control de la plataforma computacional.

Seccién 1

En la figura 17 se muestra la primera seccion de
control. En esta seccion se inicializa el micros-
copio y platina. Los botones de control son los
siguientes: el boton de Inicializar Platina identi-
fica el 4rea de movimiento de la platina en X/Y;
los botones Pos. Final y Pos. Origen son utilizados
para identificar el area de analisis de la muestra;
el botdn Definir Foco es utilizado para identificar
el foco de la muestra que se va a analizar; los
botones Moverse al Foco'y Mover Z Final son uti-
lizados para mover la platina y revisar que las po-
siciones previamente definidas estén bien identi-
ficadas por el microscopio; por altimo, el boton
Cargar nueva Muestra se utiliza para cuando se

ha terminado de capturar imagenes de la mues-
tra anterior y se desea colocar otra muestra, asi
mediante este boton no se pierde la inicializacion
previamente realizada. Este procedimiento sélo
se realiza al inicio de un conjunto de capturas,
desde un laminilla hasta » laminillas.

En el caso de muestras con formas diferen-
tes, hay que escribir de nuevo la posicion final y
la posicion del origen.

Seccién 2

En la figura 18 se muestra la segunda seccion de
control. En esta seccidn se controla el modo de

| ruceshizacion e
rmlm
Phating M0 2 s
Iriciskizar Plalina
Regidn 1: —
Car s
e C. F. Inicig: —— um
Iricao by smemeems L
[, ==] Dedinir Foco [i FOLOr =mmess Um
Piss. Final | Fin del Obj.: ~————um
C.F. Finat ———um
Regidn 2«
Lim. Caplura Z- um
Meverse al Foco
Pos. Origen | Mover ZFinal | | 12,000 um

Figura 17. Interfase de control, seccién primera.
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—Vanables del Sitema para Z-
Grozor de la Muestra [um) 15

Aegidn Captura Fina [um] ]15
Delta Region 1; ~—-—um
Delta Regidn 2 -~ um

T 12 TomadaenOum
[T 12 Autofocus del Sistema

Paso de la Captura Fina fum) [T
Nimero de Campaos an 2

Humero de Campos <MINIMO? enZ: 0
Mumero de Campos en Regidn Fina: 0
Mumero de Campos en Region No Fina: 0

I

Figura 18. Interfase de control, seccién segunda.

adquisicion para Z. Los tres modos de adqui-
sicion para Z descritos anteriormente pueden
ser controlados desde esta seccién, marcando
cualquiera de las cajas de seleccion (check box-
es). Donde estd la leyenda 1 Z, serian respectiva-
mente la adquisicion de una imagen solamente en
Z, Tomada en el Foco y la adquisicion via el Au-
toenfoque del Sistema. Sino hay marca en las cajas
de seleccion, como se muestra en la figura, la op-
cion de nZ (Multifoco) es seleccionada, donde se
muestran los cuatro pardmetros explicados pre-
viamente respecto a este modo de adquisicion:
uno es el grosor de la muestra G,, ; el grosor de la
region fina, tanto antes como después de la par-
ticula, usualmente definida por R, =20 um.; el
incremento en Z para la captura del siguiente
plano focal 0.1< D, <1.0 y por ultimo el nimero
de planos que se desean capturar en todo el re-
corrido de Z, la variable N, . Asi, suministrando
estos parametros, el sistema calcula y despliega
el grosor de la Region 1y 2, el numero de pla-
nos minimo que se capturaran, en el caso que no
sean suficientes los suministrados por el usuario,

el nimero de planos que seran capturados en la
region fina y en la regién no fina (regién 1y 2).

Seccién 3

En la figura 19 se muestra la tercera seccion de la
interfase. En esta seccion se controla el modo de
adquisicion en X/Y. Para controlar X/Y con una
separacion Ax = Ay =0, marcar el control Mosai-
co con DELTA. Xy DELTA.Y = 0, haciendo que
la platina se comporte de acuerdo a lo mencio-
nado, es decir captura una matriz de campos sin
separacion entre ellos. Por otro lado, el control
del nimero de campos que van a ser capturados
en la matriz de campos, se inicializa por medio
de los cuadros de texto Numero de Campos en X
y Niimero de Campos en'Y.

Dependiendo de la amplificacion que se de-
sea utilizar para el andlisis de la muestra, se uti-
lizan los botones 5x, 10x, 40x, 63x y 100x, sOlo
hay que presionar el botén correspondiente para
seleccionar el objetivo respectivo para la adqui-
sicion de las imagenes.

—Variables del Sistema para XY

Mimero de Campos en X: |4
Objetivo Actual  10x

5 | 10%

A0k ] B3x

100x Inmersidn

Numero de Campos en : |4
[~ Mosaico con DELTAX y DELTAY =0

Tamafio del Campo enX: 1449.071 um
Tamafio del Campo eny:  1075.699 um

Delta: 0 um

Deltay: 0 um

Figura 19. Interfase de control, seccién tercera.
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Cuando se inicializan los controles respecti-
vos, el sistema responde mostrando el valor de
Ax y Ay, calculados de acuerdo al objetivo uti-
lizado y a los puntos del drea de barrido de la
muestra, seleccionados en la seccion 1.

Seccion 4

En la figura 20 se muestra la cuarta seccion de
control. En esta seccidon se controla la forma
en que se identifican los campos grabados en
el medio de almacenamiento. El usuario puede
utilizar un prefijo para el nombre de la muestra
y el sistema completara el nombre completo, de
acuerdo a los pardmetros seleccionados ante-
riormente por el usuario.

Otra informacion mostrada en la seccion
es la del directorio o carpeta que, por configu-
racion, el sistema utiliza para la ubicacion de
todos los archivos capturados. Por dltimo, se
muestra el tiempo utilizado en la captura, con el
fin de calcular los tiempos para la alimentacion
de muestras adicionales. Los otros controles no

mencionados son utilizados para aplicaciones es-
peciales no incluidas en este escrito.

Seccién 5

En la figura 21 se muestra la quinta seccion de
control. En esta seccidn se controlan los movi-
mientos de la platina por la asignacion de coor-
denadas, usualmente esta seccion es para que el
usuario se posicione en una particula que previa-
mente ya habia sido identificada; asi, proveyen-
do las coordenadas en X, Y y Z, se puede ubicar
en una localizacion en el espacio.

El botén de Actualizar coordenadas es s6lo
para visualizar las coordenadas actuales de la
platina y por consiguiente su ubicacion, es solo
un botdn de notificacion de coordenadas. El bo-
ton de Capturar Muestra es utilizado para la cap-
tura del campo actual de la muestra analizada.
Los otros controles no mencionados son utiliza-
dos para aplicaciones especiales no incluidas en
este escrito.

i~ Varables Adicionales
Prefix del Archivo: IM uestra

Tabla Coord. Objeto: [TCM_1_0101

[C:AIMC_Imagenes\

Tiempo Inicial:
Tiempo Final;

Tiempo Transcumdo:

Figura 20. Interfase de control, seccién cuarta.

Coordenadas Actuales
Porx IO Posicion X.Y
MMlE aw ----------

PazY |0 Captura Muesha T ﬁ
PozZ2 [0 Moverse aZ | Posicion £

........ um

Proceto de |derdificacion
12 Faze | 2 Faze | Almentar otra Muesha Actualizar coordenas

Figura 21. Interfase de control, seccién quinta.
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