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RESUMEN

La automatizacion de procesos, en la actualidad, es una caracteristica inherente a los
diversos sistemas modernos. Su desarrollo a través de los afios ha permitido disefiar
técnicas mucho mas precisas y de (til aplicacién en diversas areas. Precisamente en el
entorno médico es donde se ha ido realizando bastas innovaciones con el propésito de
obtener procedimientos seguros que contribuyan al bienestar del ser humano. El
presente trabajo plantea el disefio del software de control de un sistema automatico,
adaptado a un microscopio, para la captura de imagenes en una muestra médica. Este
disefio busca crear un prototipo que sea de utilidad en el area de baciloscopia de los
diversos hospitales, ya que es en esa seccion donde se realizan procedimientos
rutinarios para la obtencién de diagnosticos rapidos, que implican una toma de
acciones preventivas para salvaguardar la salud del paciente.

El trabajo se desarrolla en cuatro capitulos. El primer capitulo presenta el estado actual
de la adquisicion automética de imagenes de muestras médicas en microscopios,
caracteristicas de estos sistemas, propiedades y el desarrollo tecnolégico que implica
su fabricacidén y constante mejora. El segundo capitulo abarca los conceptos basicos
necesarios para la comprension a fondo del tema tratado. En el tercer capitulo se
plantean la problemética y los objetivos que se deben cumplir al término del trabajo.
Asimismo, se presenta de manera detallada el desarrollo de la solucion al problema:
Algoritmo de control del sistema, diagrama de flujo y cédigo de programacion; para ello
se toman en cuenta las consideraciones necesarias para el desarrollo de la técnica
realizada manualmente y la calidad minima de imagen que solicita el especialista para
la generacién de un diagndstico fiable. En el cuarto capitulo se realiza la evaluacion
del Algoritmo disefiado y la comprobacién del cumplimiento de las especificaciones
requeridas. Asimismo, se realiza la evaluacion del trabajo realizado para ver su
funcionamiento integral y los alcances que tiene, sus implicancias dentro de un trabajo
aplicativo en laboratorio y los posibles errores en el proceso; obteniéndose resultados
satisfactorios pues se verifica el correcto funcionamiento del algoritmo de control del
sistema, ello se ilustra mediante imagenes de cada campo analizado y graficas que
describen la claridad de las imagenes dentro de la muestra a partir de un punto de
referencia (primera imagen capturada manualmente).

Posteriormente, se citan las conclusiones generadas a partir de las pruebas realizadas
y los objetivos planteados. Estas conclusiones indican el cumplimiento de los objetivos
generales y especificos asi como sus posibles alcances dentro de un laboratorio de
baciloscopia y su aplicacion en la telemedicina, llamada telemicroscopia.
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Descripcion y Objetivos

El proceso de andlisis de muestras médicas, mediante el uso de_un microscopio 6ptico,
realizado en los laboratorios de los hospitales implica una variedad de normas y técnicas.
Entre ellas, la baciloscopia destaca por su rapidez de evaluacién y la generacién de un
diagndstico simple e inmediato, con cierto grado de fiabilidad.

El tiempo de realizacion de este proceso depende, bésicamente, de la cantidad de bacilos que
se encuentre en cada campo analizado en la muestra, pero ello no implica modificacion
alguna en el proceso. Entonces, al seguirse un procedimiento especifico, se tiene un plan de
accion definido, ello conlleva al planteamiento de la automatizacion del sistema.

El presente trabajo tiene como objetivo disefiar los algoritmos del software de control para un
sistema automatico de adquisicién de imdagenes acoplado a un microscopio éptico binocular.
Para ello se toma en cuenta que el proceso automatizado debe cumplir con los requerimientos
de la técnica en cuestion, es decir, claridad de la imagen, tiempo de andlisis y nimero de
campos analizados por muestra médica.

El disefio del Algoritmo permitira la comunicacién e interrelacién entre las subpartes del
sistema en general: Camara Web, Driver de control de Motores y Algoritmo de evaluacién de
claridad de la imagen. Esta l6gica de control implica dos partes: Algoritmo de manejo de los
motores y Algoritmo del Sistema Integral. El primero tendrd en cuenta las instrucciones
pertinentes para el movimiento de los motores. El segundo algoritmo engloba al sistema en si:
la logica de evaluacion y seguimiento de los campos de la muestra analizada y el envio de
instrucciones hacia los motores para los movimientos pertinentes, Posteriormente se
realizardn pruebas que verifiquen el correcto funcionamiento de los algoritmos.
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INTRODUCCION

La constante necesidad de incrementar la productividad en los procesos tanto
industriales como de menor envergadura ocasionan que la automatizacién se convierta
en una de las opciones mas importantes para la elaboracién de un producto o el
incremento de la eficiencia de una labor en particular. El desarrollo, mejora y
simplificacién de los procesos automaticos a lo largo de la historia ha permitido el
constante avance en cuanto a calidad de producto y servicio, es por eso que los
fundamentos de la automatizacion, actualmente, son la base de todo proceso, su
aplicacion en los diversos campos permite una mejora sustancial de la calidad de

trabajo y la disminucién considerable del tiempo utilizado.

Bajo la premisa de ahorro de tiempo y mejora de la calidad de los procesos es
que se elabora este proyecto, que pretende realizar la labor de captura automatica de
imagenes de una muestra médica para su posterior analisis y conteo de bacilos, para
la elaboracién de un diagnéstico. Este trabajo consta de cuatro capitulos. El primero
comprende los trabajos realizados en otras instituciones educativas y los equipos que
existen en el mercado actual, para de esa forma tener un punto de comparacion vy
proyeccion a posibles alcances. El segundo capitulo define los conceptos y la
terminologia basica, necesarios para el entendimiento del desarrollo del proyecto en
capitulos posteriores. El tercer capitulo abarca el planteo de la problematica y los
objetivos a cumplir durante el desarrollo del trabajo. Asimismo, se describe el modo y
desarrollo de la solucién, es decir, la explicacion detallada de los recursos usados para

la elaboracion del algoritmo de control de Adquisicion de imagenes en una muestra

4
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médica, de manera automatica. El cuarto capitulo comprende las pruebas realizadas

para la verificacion del cumplimiento de los objetivos, tanto generales como
especificos. Cabe resaltar que las pruebas realizadas verifican el correcto
funcionamiento del sistema y la eficiencia de operacién del mismo, esto se describe
mediante fotografias tomadas a todos los campos de cada muestra y graficos que

detallan, cuantitativamente, la obtencién de imagenes correctamente enfocadas.

Finalmente se presentan las conclusiones y posibles alcances del sistema
automatizado. En otras palabras, se explica de manera detallada el cumplimiento de

los objetivos y se muestran sus posibles alcances.
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CAPITULO 1

ESTADO ACTUAL DE LA ADQUISICION DE IMAGENES DE MUESTRAS MEDICAS
EN MICROSCOPIOS, DE MANERA AUTOMATICA

Este capitulo busca describir los trabajos realizados a lo largo del mundo en busca de
la automatizacién de los microscopios convencionales, para darles un valor agregado y
la versatilidad de realizar labores complejas. Las diversas investigaciones realizadas
permitieron elaborar productos que actualmente se encuentran en el mercado y que
son de vital ayuda en los laboratorios de hospitales internacionales y de gran
envergadura. Con esa premisa se parte el desarrollo de este capitulo, pues es
necesario conocer las tecnologias actuales para tener un punto de referencia que nos

permita evaluar el trabajo que se realiza.
1.1 Investigaciones académicas realizadas:

En esta seccidbn se muestran los trabajos académicos realizados por alumnos y

profesores de prestigiosos Centros de Estudio.
1.1.1 Sistema de Adquisicion Automatica de Imagenes para Microscopio Optico

El trabajo realizado en la universidad de Santander [1], busca la creacion de funciones
para la estimacion del grado de enfoque de la imagen de un campo en una muestra
meédica. Asimismo, se realiza el desarrollo de un algoritmo de autoenfoque para una

platina motorizada en el eje Z, y otro algoritmo que realice el barrido automatico de la
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muestra en el plano X-Y. La resolucidon mecanica a la que se trabaja se muestra la
tabla1.1.

Tabla1.1 Cuadro de resolucion por grados de los motores de pasos usados [1]

B RESOLUCION MOTOR RESOLUCION DESPLAZAMIENTO
(GRADOS/PASO) (LM/PASO)

X 1.8 23

Y J6 22

zZ 1.8 04

La parte mecanica del sistema esta basada en motores que transmiten el movimiento a
través de poleas reductoras y el uso de bandas rigidas acopladas a las perillas del
microscopio. El control de los motores se hace a través del puerto paralelo de la PC y
la adquisiciéon de imagenes se hace mediante el uso de una camara web USB de 640 x
480 pixeles [1].

Para el analisis de enfoque de la imagen capturada, se toma en cuenta la informacion
de los pixeles de la imagen y a través de diversos algoritmos predefinidos se evalua
cual es el que mejor analiza la imagen. Se plantean algoritmos como: Conteo de
gradiente Absoluto (CGA), Entropia (ENT), Transformada de Fourier (TFU), F5 de
Vollat (F5V), Laplaciano (LAP), etc. [2] (Ver Tabla 1.2) arreglos matematicos que

permiten obtener un valor dependiendo de la claridad y nitidez de la imagen.

Tabla 1.2 Algoritmos para la estimacion del grado de enfoque de una imagen [1]

ALGORITMD TECNICA
Conteo del gradiente absoluto (CGA) Diferenciacion de imagenes
Entropia (ENT) Histoprama
Transformada de Fourier (TFLT) Representamjp S i

de 1a freciiencia

F5 de Vollat (F3V) Medida de autocorrelacion
Laplaciano (LAF) Deteccion de bordes
Suma de la mapnitud de la diferencia (SMD) Diferenciacion de imagenes
Gradiente al cuadrade (5G) Diferenciacion de imagenes
Gradiente abzoluto con umbral (TAG) Diferenciacion de imdgenes
Tenengrad (TEN) Deteccion de bordes
Tenenprad modificado (TENS) Deteccion de bordes
Varianza del gradiente modificada (VDGS) Deteccion de bordes
Varianza (VAE) Contraste de la imagen
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1.1.2 Sistema automatico para la adquisicion y analisis de imagenes de

Micobacterias

Este trabajo realizado en la Universidad Autonoma de México [2], presenta un
algoritmo desarrollado en lenguaje Java, que permite la automatizacion funcional de un
microscopio de fluorescencia (Ver figura1.1) y el procesamiento de las imagenes
adquiridas campo por campo. El disefio del sistema es modular, es decir, formado por
partes definidas que trabajan en conjunto, cada una con cierto trabajo en especifico,
ello permite el desarrollo de cada parte y el trabajo cooperativo en grupo para el

desarrollo de un mejor sistema.

Fig. 1.1 Vista general de un microscopio de fluorescencia [2]

El tipo de Microscopio que se desea automatizar es el de fluorescencia. Este tipo de
microscopio es muy utilizado en el estudio de organismos organicos e inorganicos, se
basa en la radiacién electromagnética que emiten ciertas moléculas al ser excitadas.
La excitacidon del objeto de estudio se logra mediante la aplicacion de una molécula
llamada fluoréforo que absorbe energia con una longitud de onda determinada y emite
dicha energia con otra longitud de onda que depende del ambiente en el que se
encuentra la molécula y las caracteristicas propias de la molécula. El problema radica
en capturar las imagenes a una velocidad relativamente alta, ya que el tiempo de
“brillo” es muy pequefio, es decir, conforme pasa el tiempo la fluorescencia se va
degradando (photobleaching) [2] (Ver figura 1.2). Otro problema que se presenta es la
busqueda de un plano focal 6ptimo, debido a que hay algunos organismos que se

desplazan en distintos planos focales, haciendo dificil su ubicacién y enfoque.
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Fig. 1.2 Diagrama intensidad vs. Tiempo en donde se muestra como la fluorescencia se

degrada conforme el tiempo avanza.

Fuente: http://bme240.eng.uci.edu/students/07s/yokabe/advant3.gif

El modo de solucién que se plantea se divide en dos secciones consecutivas, el
primero es el de motorizar las perillas de desplazamiento en eje X-Y-Z para un
movimiento preciso; la segunda parte consta en el desarrollo de un software que
controle todas las partes motorizadas. Asimismo, para la captura de imagenes se usé

una camara de alta resolucion.

El control de los motores se hace a través del puerto RS232C (serial) y el manejo de la
camara de 3.3MP es a través de conexion IEEE 1394 (Firewire) [2]. El control total del
sistema se basa principalmente en la construccidn de plugins bajo lenguaje de
programacion Java. Un plugin es un pequefio pedazo de cdédigo que contribuye a la
codificacién de un algoritmo mayor; de esta forma el sistema se hace modular ya que
se pueden ir agregando mas plugins para mejorar la eficiencia del sistema y asi

aumentar su complejidad. (Ver figura 1.3)
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Fig. 1.3 Diagrama de bloques del algoritmo de programacion basado en plugins [2]
1.2 Equipos comerciales en la Actualidad:

A lo largo de los ultimos afos, se han realizado bastas innovaciones en el campo de la
microscopia, ello ha conllevado a tener sistemas cada vez mas complejos para el
analisis de organismos organicos e inorganicos y un desarrollo de alta tecnologia que

nos permite tener diagnésticos rapidos con una alta calidad de nitidez y resolucion.

A continuacion se muestran los equipos comerciales mas resaltantes en el mercado

actual, sus caracteristicas y alcances.
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1.2.1 MICROSCOPIO DIGITAL LEICA DM6000 B

Fig. 1.4 Microscopio Leica DM6000 B

Fuente:

http://www.microscopy.uk.com/microscopes/leica_microscopes/leica DM6000B microscope.ht

mi
1.2.1.1 Caracteristicas:
o Automatizacién Vertical (eje Z)
o Camaras fotograficas fireware.
o Software especial para el andlisis y archivo de la imagen capturada.

o Ajuste automatico de la transmisién de luz, de manera que se puede trabajar en
ambientes donde haya variaciones repentinas de luz o en cualquier ambiente

OScCuro.
o Eje de fluorescencia automatizado.
o Platina motorizada.

o Control del sistema a través del tacto de la pantalla “touch” LeicaScreen control de

desplazamiento suave “SmartMove”.
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1.2.2 Microscopio Invertido Motorizado 1X81

'243-39

406 ~471

Fig. 1.5 Dimensiones del Microscopio Motorizado 1X81 de la Compafia Olympus

Fuente:
http://www.olympuslatinoamerica.com/spanish/seg/seg product detail esp.asp?g=840&d=2&s=
14&c=55

El modelo IX81 de la compania Olympus (Ver figura 1.5), es lo mas avanzado
actualmente el microscopia invertida motorizada, el estativo (soporte general del
microscopio) proporciona acceso hasta a 9 puertos de entrada o salida para diversos
dispositivos, por ejemplo, se puede capturar una foto y varios puertos pueden tener

acceso a la imagen obtenida.

Posee un eje Z motorizado, revolver de 6 posiciones y un selector de eje de luz, con el
cual se puede trabajar bajo cualquier condicién sin mostrar la menor variacion en la
nitidez de la imagen obtenida; se puede trabajar bajo multiples longitudes de onda,
fluorescencia o deconvolucion (distorsion de la imagen). Asimismo permite un ajuste
automatico de la lente del eje z a través del motor de alta resolucion, con pasos de
hasta 0.01um. Por otro lado, posee un iluminador recto mejorado con un 20% mas de

brillantez. Asimismo, el estativo permite la adaptacién del bloque de barrido
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automatico del modelo FluoView™500, de esta manera se realiza el desplazamiento

inteligente a través de la platina que sujeta a la muestra a analizar.

1.2.3 Microscopio Confocal FluoView&Trade 1000

FluoView™ FV1000

Scanning Unit m——
with the |X81 Inverted L ]
Microscope " i

Fig. 1.6 Microscopio Confocal FlouView&TRade 1000 de la Comparia Olympus

Fuente: http://www.olympusfluoview.com/

Este equipo de generacion de imagenes (Ver figura 1.6), esta disefiado para la
observacion confocal de células vivas, ello implica el uso de fluorescencia y barrido
laser para la excitacion de los organismos vivos y su observacion mediante el grado de
luminosidad que se obtenga. Este modelo presenta mejoras sustanciales con respecto
al desarrollo del sistema confocal y la velocidad de procesamiento de la imagen, asi
como la sensibilidad 6ptima para captar imagenes de células vivas sin dafiar la

estabilidad de la muestra.
Ademas, este sistema presenta varias innovaciones como:
Sistema SIM SCANNER:

Esta tecnologia combina el trabajo de dos laseres, el primero realiza la excitacion de la

muestra para obtener la fluorescencia necesaria y el segundo realiza la emision de la
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imagen. El barrido del primer laser genera una alta resolucién de la imagen y el
segundo simplemente la muestra. De manera que se obtiene una imagen clara
tomando en cuenta que la fluorescencia decae con el paso del tiempo, entonces si se
tiene una accion de emision de imagen casi simultanea a la accion de excitacion de la

muestra, se logra una calidad 6ptima de la imagen.
Sistema de Barrido Espectral:

El disefio del sistema consiste en el uso de dos tubos de deteccién espectral, ambos
independientes, cada uno con una red de difraccién y una ranura variable que permite
la division de longitudes de onda de alta resolucién y una seleccién del ancho de banda
de alta velocidad. Estas caracteristicas permiten la divisién, con un alto grado de

precision, de las sefiales superpuestas de una emision fluorescente.
Alta sensibilidad

Permite la deteccion inmediata de fluorescencia en la muestra, incluso con laseres de

baja intensidad, lo que previene el dafo de las células vivas analizadas.
Gran Precision y Velocidad:

o Control ultra-preciso de la intensidad del laser para evitar danos en las células

vivas.
o El sistema espectral proporciona una resolucion de longitud de onda de 2nm.
o Alta velocidad de Generacion de imagenes: 16 cuadros por segundo.
o Velocidad de Espectroscopia: 1ms/100nm.

o Motor de pasos interno, totalmente automatizado que permite un desplazamiento

ultrasensible de hasta 0.01 micrones.

Barrido Automatico en tres dimensiones, de tal manera que se analiza la muestra
en su totalidad, obteniendo imagenes ultra-nitidas. Mediante el uso de un software
propio de la companiia Olympus llamado FluoView se puede tener el completo control
del sistema desde la PC con una pre-visualizacion de la imagen enfocada, que permite

observar en tiempo real el desarrollo del barrido de la muestra.
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1.2.4 Eclipse 90i

Fig. 1.7 Entorno de trabajo Eclipse 90i de la Compafiia Nikon

Fuente: http://www.tissuegnostics.com

El microscopio ECLIPSE 90i de la compafia Nikon (Ver figura 1.7), es un sistema
completamente equipado para cualquier prestacion dentro de la microscopia digital.
Este sistema esta apto para trabajar bajo cualquier condicion, ante las aplicaciones de

mayor demanda.
1.2.4.1 Caracteristicas:

Lente Exclusivo “ojo de mosca”: innovador arreglo de lentes para lograr una

iluminacion uniforme a través del campo de visién. (Ver figura 1.8)

Flano de Apertura Flano de Apertura
Tipico con Ojo de bosca

Fig. 1.8 Lentes “Ojo de mosca” aplicado en el modelo Eclipse 90i

Fuente: http://tecnicaenlaboratorios.com/Nikon/Eclipse 90i Clave.htm
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Objetivos Plan Apo VC: estos lentes corrigen la distorsion cromatica que se presente
en un enfoque mal realizado, de tal manera que siempre se obtengan imagenes con

excelente resolucion. (Ver Figura 1.9)

Fig. 1.9 Objetivos Apo VC del modelo Eclipse 90i (Nikon)

Fuente: http://tecnicaenlaboratorios.com/Nikon/Eclipse 90i Clave.htm

lluminador Universal de Epi-fluorescencia: disefiado por la comparfia Nikon, este
eliminador de ruido permite que los especimenes de poca fluorescencia sean captados

nitidamente. (Ver figura 1.10)

o Fuente de Luz

Ezpécimen

Fig. 1.10 Diagrama explicativo del iluminador universal del modelo Eclipse 90i (Nikon)

Fuente: http://tecnicaenlaboratorios.com/Nikon/Eclipse 90i Clave.htm

Enfoque motorizado de Alta Precision: sistema con retroalimentacién que monitorea
constantemente el punto de ubicacion de la platina en el eje Z. Su movimiento es muy

fino: 50 nandmetros por paso del motor que transmite el movimiento a la platina.

Control Motorizado en confort: el programa desarrollado por la misma compafiia

Nikon: iControl, permite manipular el eclipse 90i a través de un PC, mediante un
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interfaz grafica que muestra la navegacion a través de la muestra y los comandos

especificos para los movimientos que se deseen hacer en 3 dimensiones.

Auto-ajuste: Segun el objetivo que se utilice, se ajustan automaticamente los
diafragmas de apertura y campo, los filtros, ubicacion de la platina motorizada,

velocidad de enfoque, sensibilidad, etc.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTOS TEORICOS

En este capitulo se describen las bases conceptuales que permitirdn un mejor
entendimiento de los capitulos siguientes, pues se explican detalladamente los
conceptos que implican el desarrollo de la solucién a la problematica planteada al inicio
de este trabajo: La adquisicion automatica de imagenes en una muestra médica, a

través de un microscopio 6ptico binocular.

Es necesario, en un principio, explicar la técnica que se utiliza para llevar a cabo el
proceso de conteo y reconocimiento de los bacilos. Esta labor se realiza
convencionalmente en un laboratorio de baciloscopia por lo que se sigue un

procedimiento muy detallado.

2.1 Baciloscopia

La baciloscopia es una técnica fundamental en toda investigacion bacterioldgica ya que
posee un alto grado predictivo para el diagnostico. Consiste basicamente en la
observacién microscopica de una muestra médica para el conteo de bacilos tratados
previamente mediante la tincion de Ziehl-Neelsen, técnica que permite la identificacion
de los bacilos mediante la coloracion que adquieren al ser expuestos a un determinado
tipo de alcohol. La observaciéon se realiza campo a campo; entiéndase por campo a
cada cuadro en la muestra, enfocado por la lente del microscopio, que va a ser

analizado. Esta técnica es recomendada por la Organizacién Mundial de la Salud

18
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(OMS) y la Union Internacional Contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
(UICTER) debido a que asegura resultados fiables, con un entrenamiento sencillo y

de manera econémica.

La baciloscopia, al ser una técnica con un alto grado de credibilidad, ocupa un lugar
primordial entre diversas técnicas de deteccidon de enfermedades como la tuberculosis,
como se observa en la figura 2.1. Su rapidez de operacion permite tomar medidas
preventivas y de accion para la recuperacion del paciente en el caso de una posible

infeccion.

Fig. 2.1 Diagrama de Evaluaciones Secuenciales para el diagnostico de TBC pulmonar

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




\\\‘ENE@?,

¥ PONTIFICIA

£ d
TESIS PUCP 5 gs NG sma a0
DEL PERU

2.1.1 Fundamento Teodrico
2.1.1.1 Tincion de Ziehl-Neelsen

Las micobacterias como M. Tuberculosis y M. marinum y los parasitos coccideos como
Cryptosporidium poseen una caracteristica peculiar, las paredes celulares de estas
bacterias contienen acidos grasos, por ejemplo los acidos micdlicos, que les confieren
la propiedad de ser acido-alcohol resistente; es decir, una vez sido expuestos a la
influencia de un colorante primario como la fucsina de Ziehl y a un calentamiento
posterior para la fijacion del color respectivo, sus paredes celulares adquieren la
propiedad de resistir la decoloracion con alcohol-acido. Debido a ello, a este tipo de
bacterias se les denomina acido-alcohol resistentes (BAAR). Esta propiedad permite
la facil distincion de las bacterias ante un fondo que contraste con el color adquirido
mediante la coloracién como se muestra en la figura 2.2. De este procedimiento es el
que se vale la baciloscopia para realizar el conteo respectivo de los bacilos y dar un
diagndstico inmediato y econdmico; inmediato debido a la sencillez del procedimiento y
econdmico porque, con respecto a otras técnicas, esta implica un gasto minimo en el

uso de materiales.

Fig.2.2 Bacilos de M. Tuberculosis después de aplicada la tincion de Ziehl-Neelsen
2.1.2 Procedimiento

La baciloscopia implica un procedimiento especifico, pasos que se tienen que seguir
para garantizar la seguridad del laboratorista y el correcto manejo las herramientas
para la generacion de un diagnéstico fiable. Asimismo se toma en cuenta las
condiciones ambientales que deben tener las habitaciones y las caracteristicas

técnicas de las herramientas usadas [3].
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2.1.2.1 Ambiente y Material de trabajo de laboratorio

En este aspecto, se recomienda siempre tener un ambiente de tamafio considerable
para el laboratorio, mas aun si en el servicio de salud en donde se encuentra hay una
gran afluencia de publico. Asimismo, es necesario recordar que siempre se deben
aplicar las normas de bioseguridad, para evitar riesgos al manipular potenciales
muestras infectantes. Ademas, debe haber una adecuada distribucién del laboratorio,
en donde cada instrumento o herramienta debe ocupar un lugar determinado, de la
misma forma, cada tipo de procedimiento debe ser hecho en un espacio idéneo que

cumpla con las normas de bioseguridad. [3]

2.1.2.2 Preparacion del Extendido

Antes de la realizacion de cualquier procedimiento que pueda comprometer la salud del
laboratorista, es necesario, que este se lave las manos y que use un guardapolvo de
proteccion, lo mas largo posible. Luego, recordar que el procedimiento se debe realizar

en un orden estricto, procesando series de como maximo 12 muestras [3].

El proceso de extendido se realiza sacando la muestra con un “bajalengua” y
poniéndola suavemente sobre el portaobjetos, luego se hace un movimiento de vaivén
a fin de extender la muestra, una vez extendida la muestra se procede a calentar los
bordes del portaobjetos con un mechero, para luego, dejarlo secar a temperatura

ambiente.

2.1.2.3 Coloracién (Técnica de Ziehl-Neelsen)

La famosa técnica de coloracion, es la mas recomendada para el diagnostico de

enfermedades causadas por micobacterias. Su procedimiento es sencillo y rapido:

Una vez obtenidas las muestras secas se procede a cubrir la totalidad del portaobjetos
con el colorante fucsina basica fenicada filtrada luego, se procede a calentar
suavemente la muestra colorada, una vez que este seca, se le echa agua a baja

presién para eliminar los restos de colorante [3].

Luego se procede a la decoloracion, esta se realiza con acido alcohol, con lo que se

elimina el color fucsia de la muestra y solo los bacilos quedan pintados debido a la
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propiedad que lineas arriba ya se explicd. Sin embargo, esto no es suficiente, pues se

necesita un fondo que contraste con el color de los bacilos, para ello se usa azul
metileno previamente filtrado que se distribuye por toda la muestra, y se deja secar a
temperatura ambiente para que luego, la muestra final ya procesada totalmente sea

analizada con el microscopio.
2.1.2.4 Observacion Microscopica de la muestra coloreada
La observacion microscopica, tiene dos objetivos importantes:

a. Determinar si en el extendido hay Bacilos Acido Alcohol Resistentes (BAAR).

b. Establecer su numero aproximado.
2.1.2.5 Método de Lectura

Los bacilos tienen forma de pequefios bastoncitos delgados, ligeramente curvos, todos
de color rojo, algunas veces no estan aislados, sino mas bien forman grupos o cumulos

que dejan ver una mancha roja granulada.

El operario debe notar el numero de bacilos en cada campo que analiza, para luego

dar un promedio que conllevara a la generacién de un diagndstico.
2.1.2.6 Informe de Resultados

Tabla 2.1 Informe de resultados bajo la terminologia de cruces, segun la cantidad de

bacilos encontrados en la muestra médica (de TBC).

Resultado del examen

microscépico Informe
No se encuentran BAAR No se observan bacilos acido-
en los 100 campos cbservados alcohol resistentes
Se observan de 1 a 9 BAAR N° exacto de bacilos en
en 100 campos observados 100 campos
Se observa entre 10y 99 BAAR -
en 100 campos observados Positivo (+)
Se observan de 1 a 10 BAAR
por campo en 50 campos Positivo (++)
observados
Se observan méas de 10 BAAR
por campo en 20 campos Positivo (+++)

observados
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2.1.3 Aplicaciones:

Los procedimientos que implica la baciloscopia permite determinar enfermedades
como: lepra, tuberculosis, abscesos de piel, linfadenitis, osteomielitis y otras

afecciones generalizadas, pero con un alto porcentaje de afeccion pulmonar.

2.2 Microscopio Olympus CX31

El modelo Olympus CX31 es un microscopio Optico binocular de uso médico vy
educacional (Ver figuras 2.3 y 2.4). La importancia de este equipo es que en base a

sus dimensiones y caracteristicas se realiza el disefio del sistema automatico.

El CX31 es un microscopio de campo claro completo que incluye un tubo de
observacion binocular con objetivos de 4X, 10X, 40X y uno opcional de 100X de

inmersién en aceite, esta opcion permite su uso en la baciloscopia.

Fig. 2.3 Dimensiones del Microscopio Olympus CX31

Fuente:
http://www.olympuslatinoamerica.com/spanish/seg/seqg product detail esp.asp?g=716&s=11&c
=53&d=2
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Fig. 2.4 Dimensiones del Microscopio Olympus CX31

Fuente:
http://www.olympuslatinoamerica.com/spanish/seg/seqg product detail esp.asp?g=716&s=11&c
=53&d=2

2.21 Caracteristicas y Beneficios

Estos microscopios son solidos, faciles de operar y confiables para el uso habitual en

clinica y educacion.

o Los objetivos Plan C Acromaticos corregidos al infinito y desarrollados
recientemente ofrecen una uniformidad de visidon excepcional produciendo
imagenes claras y nitidas hasta el mismo borde del campo visual; (4x, 10x, 40x,
100x aceite)

o Oculares de F.N. 20 (el CX41 puede ser equipado con oculares de F.N. 20 6 22)

o Tratamiento anti-hongos que ayuda a proteger las partes Opticas aun en regiones
de alta humedad

o El revdlver portaobjeto orientado hacia adentro cuadruple (CX31) mejora el acceso
y facilita el cambio rapido del portaobjeto

o Condensador Abbe fijo de A.N. 1.25, centrable y enfocable para la iluminacion
Kdhler
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o Un bombillo halégeno de 6V/30W provee iluminacion amplia para cualquier
observacion.

o El estativo disefiado ergondmicamente tiene los tornillos micro y macrométricos
ubicados en una posicion baja, una ranura para el analizador de luz polarizada
lineal (sélo en el CX41) y mangos en el frente y la parte posterior para el transporte;
tope de campo integrado

o Platina integrada con mandos a izquierda o derecha disefiado sin cremallera
(CX31: solo derecha), controles X-Y posicionados bajos con empufaduras

ergondmicas para facilitar la operacion.

2.3 Motor Paso a Paso

Los motores paso a paso son ideales para la construccion de mecanismos en donde se
requieren movimientos muy precisos. En esta ocasion necesitamos mover pequenas
distancias entre campo y campo para adquirir las imagenes, asi como para realizar el

enfoque automatico de la lente de inmersién, por ello se escogen este tipo de motores.

La caracteristica principal de estos motores es el hecho de poder moverlos un paso a
la vez por cada pulso que se le aplique. Este paso puede variar desde 90° hasta
pequefos movimientos de tan solo 1.8°, es decir, que se necesitaran 4 pasos en el
primer caso (90°) y 200 para el segundo caso (1.8°), para completar un giro completo
de 360°. En este caso el paso que tienen los motores a usar son de 7.2 grados

permitiendo una resolucion de 50 movimientos por giro completo (360°).

Estos motores poseen la caracteristica de poder quedar enclavados en una posicién o
bien totalmente libres. Si una o mas de sus bobinas estan energizadas, el motor estara
enclavado en la posicion correspondiente y por el contrario quedara completamente
libre si no circula corriente por ninguna de sus bobinas. La propiedad de enclavamiento
permite al sistema una mayor precision pues al no haber movimiento alguno o
instruccién enviada, este quedara en un lugar fijo y no habra pequefios deslizamientos

que generen variacion con respecto a los puntos de referencia.
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2.3.1 Principio de funcionamiento

2.3.1.1 Motores de Pasos Bipolares

Existen diversos tipos de motores de pasos; sin embargo, en este caso, explicaremos
el funcionamiento de los motores de pasos bipolares, por ser estos los mas sencillos

de controlar. Por tal razén se usan para el desarrollo de este trabajo.

Basicamente los motores de pasos Bipolares, estan constituidos por un rotor que tiene
adheridos imanes permanentes, y un estator conformado por cierto niumero de

bobinas excitadoras (bobinados independientes).

Este tipo de motores normalmente posee cuatro salidas (Ver figura 2.8), por donde se
ingresaran las sefiales que le permiten realizar el giro de un paso. Para ello se requiere
de un puente H por cada bobina de motor, para realizar la inversion de sentido de

corriente.

Winding 2

Fig. 2.8 Bobinado de un motor bipolar basico

Fuente: http://www.forosdeelectronica.com/f19/introduccion-motores-paso-paso-289/

Cada inversioén del sentido de la corriente genera el giro de un paso en el motor. El
sentido de giro depende del paso siguiente o del paso anterior. A continuacion se

muestra en la tabla la secuencia de pasos de un motor bipolar.
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2.4 Comunicacion Serial

La comunicacion serial es un protocolo para comunicacion entre dispositivos, muy
difundido en los ultimos afos, debido a su facilidad de entendimiento y a las largas
distancias que permite su implementacion. El puerto serial RS-232 es el mas comun en
las computadoras de escritorio, mediante este puerto se envian y reciben bytes (8 bits)
de informacion un bit a la vez; si bien este tipo de comunicacion es ligeramente mas
lento que una comunicacion en paralelo, que permite un comunicacién un byte a la vez,
este tipo de comunicacion es mas sencillo y permite alcanzar mayores distancias de
operacién, por esas razones, principalmente por su sencillez , es que se elige este tipo

de comunicacion para la elaboracion del proyecto.

2.41 RS-232

RS-232 (Estandar ANSI/EIA-232) es el tipo conector serial que se usan en las PCs IBM
y compatibles (Ver figura 2.9). Este tipo de conector es utilizado en diversos
dispositivos y aplicaciones, como conectar una impresora 0 un mouse, incluso en
instrumentacion industrial. Este tipo de conector ha sido desarrollado a lo largo de los
afios, permitiendo mejoras en su desempenio y velocidad de transmisién. RS-232 tiene
una limitacion, solo permite comunicaciones de punto a punto entre los dispositivos y el
puerto serial de la computadora. El hardware de RS-232 se puede utilizar para
comunicaciones seriales en distancias de hasta 15 metros.
Pin 3
Transmit
Fin 2 data (T0)
Receive data
Fini: (RD)

Data carrier
detect (DCDY

Fin 4:
Data terminal
readcy (DTH)

Fin &:
Grround

Pin 8:
Data set
readdy (DR
Fin 9:

Ringing indicatat (Rl

Rin 7 (Mot connested)

Fequestto Fin 8:
send (RTS) Clear to send
T

Fig. 2.9 Conector DB-9

Fuente: http://iaci.foroactivo.com/microcontroladores-f9/problema-con-los-puertos-serie-para-
hc11-t19.htm
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2.5 MATLAB

MATLAB (abreviatura de MATrix LABoratory, "laboratorio de matrices") es un software
matematico que ofrece un entorno de desarrollo integrado (IDE) (Ver figura 2.10) con

un lenguaje de programacion propio (lenguaje M).

<k MATLAG =10l x|
Fle Edt Debug Desklop Window Hsb
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aHSh e - ﬂ‘uwnara”r__]n DeE|s o "r‘__hx

@“":{_,ﬁ%”_[ﬂ Elmr.l.).d.efllarg.?{pc] GEE B -+ [ =[] :i
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ELS 2rpirELT
B Channeld  <1000x1 wini> - I il
EB ChannelTime <1000x1 dow =i0lx
Ho <-0 uintB> Edt View Insert Tooks Deckiop Window Help =
@UmaSeﬂ <1x7550 dou... Dﬁﬂal | @‘@\,w@.r Di@' |—|E|
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Fig. 2.10 Entorno de trabajo de MATLAB

Fuente: http://www.mathworks.es/products/matlab/

Entre sus prestaciones basicas se hallan: la manipulacion de matrices, la
representacion de datos y funciones, la implementacion de algoritmos, la creacion de
interfaces de usuario (GUI) y la comunicacion con programas en otros lenguajes y con

otros dispositivos hardware.

Las caracteristicas resaltantes y de importancia para la elaboracion del trabajo en
cuestion son: la implementacion de algoritmos que describiran la secuencia légica de
control de todo el sistema, comunicacion con otros dispositivos hardware, lo cual
permite el facil el envio de instrucciones hacia los motores que se usaran a través de
una comunicacion via puerto serial teniendo en cuenta el protocolo de comunicacion

respectivo que es el RS-232.
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Por otro lado, este software posee los llamados “Toolbox” que son paquetes de
instrucciones para fines especificos. Para el desarrollo del trabajo se usaran dos

paquetes: Data Acquisition Toolbox, Image Acquisition Toolbox.

2.51 Data Acquisition Toolbox

El software de Adquisicion de datos de Matlab provee al usuario de un completo set de
herramientas para la entrada y salida tanto analdgica como digital para una variedad

de hardware de adquisicion de Datos compatible con la PC [4].

Este set de herramientas permite configurar dispositivos externos y poder leer la
informacion captada por ellos para un posterior procesamiento dentro del programa

principal MATLAB® o a través de un ambiente grafico llamado Simulink®.

Se puede visualizar la data adquirida, procesarla, realizar pruebas y ver los resultados
bajo un entorno amigable y de facil entendimiento, a través de comandos

especializados para labores especificas. (Ver figura 2.11)

Esta herramienta nos ayudara, en el desarrollo del proyecto, ha enviar instrucciones
determinadas para el manejo de motores que regiran los movimientos en tres
dimensiones del sistema, tanto para el barrido de los campos dentro de la muestra

como para el enfoque de la imagen.

Bt

L

Fig. 2.11 Entorno de Trabajo mediante la caja de herramientas de Adquisicion de Datos de
MATLAB

Fuente: http://www.mathworks.es/products/daqg/
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2.5.2 Image Acquisition Toolbox

Este set de herramientas permite la captura de imagenes y video directamente al
programa MATLAB® y al entorno grafico Simulink® dependiendo de la compatibilidad

del hardware compatible con PC usado [5].

-J Digital Video Image — [ Digital Video 1.0

Ve Figure

Main| Fie /0 | CameraPropeties | Image Propenies
Frames[ 5 2Repaats] 0 3
Period[ 1 %] P Aveage?
ACQUIRE | GRABONE| _PREVIEW

J Puncta Analysis

Fig. 2.12 Analisis de imagen mediante la caja de herramientas de Adquisicién de imagenes de
MATLAB

Fuente: http://www.humusoft.cz/produkty/matlab/aknihovny/imaa/

El reconocimiento es automatico, y la configuracion de las propiedades del hardware
permite una mayor versatilidad para el trabajo que se quiera realizar. Asimismo, se
puede tener una muestra previa de la imagen adquirida ya sea como imagen estatica o

a través de video, para un posterior procesamiento. (Ver figura 2.12)

En este caso en particular, se usa el toolbox de adquisicion de imagenes para lograr el
manejo de la camara que captara las imagenes de los diversos campos de la muestra
analizada, y las mostrara en tiempo real. Por otra parte, el procesamiento que se
realiza a la imagen para cuantizar el grado de nitidez (enfoque) que se tenga, también

se realiza gracias a este set de herramientas.
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2.6 VMLab

VMlab es un software que permite la programacién de microcontroladores en lenguaje
ensamblador y la realizacién de simulaciones mediante su panel de control,

osciloscopio virtual y Panel de comunicacion serial. (Ver figura 2.13)

¥| Vizual Micro Lab 18]
File Edit Search Yiew Project Components Hun Debug Toole Options Window Help

1o o8| Seliefce] =] v mle] B EEedGoale B & 2| B el Al

m Control Panel =101 x|

Speed: @01 ] 1 lin 1o Lo? Lo lip?__Code coverage (log.tir a |
peed: 4]+ o : [o]1]2]s
Tempiﬂ_ =i - 4|5 E|T while (1) {
Clock: | | R @ -5 :
i 2.6 JLEE e E EHlporTC--
oo NS @7 TlolElF
@rs

delay m=(5) 2
delay_us(10):

51 52 53 K# instances
—| TT: 1, 115200 baud., 8 bits, no parity

- I R ko
T T File Eleall Set parameters | Elearl il file R

2| [Hello world<LF> =]
5

of s of
|

PORT 11011101
DDA 11111111

=lolx|

Full wigw

Unda wigw

Zoom ih

Zoom aut

Export

Analyze

Horiz./div
20mz ¥

!

ertical/div
5y hd

]

| c:vwmlabhworkwmlab. pry | ATMEGATE | FRJ file OK | Code DK | Break | Time: 177.5 ms |

Fig. 2.13 Entorno de trabajo de VMLab

Fuente:
https://writer.zoho.com/ImageDisplay.im?name=17231251163 708841000000002007 7886011
1.032.png&accld=708841000000002007
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CAPITULO 3

DISENO DE LOS ALGORITMOS DEL SOFTWARE DE CONTROL PARA LA
AUTOMATIZACION DEL PROCESO DE ADQUISICION DE IMAGENES DE
MUESTRAS MEDICAS EN UN MICROSCOPIO OPTICO BINOCULAR

3.1 Problematica

El uso de un microscopio optico binocular para el analisis de muestras médicas
requiere de cierto entrenamiento para tener la capacidad de poder manejarlo
eficientemente. Sin embargo, ello depende de cuan meticuloso y preciso se quiera ser.
Andlisis de mayor precision demandan un mayor tiempo de operacién, y con ello un
consumo de recursos que implican tiempo y dinero. Lo que se pretende con este
trabajo es buscar la manera de hacer el proceso de analisis de las muestras de forma
auténoma, tomando en cuenta los requerimientos minimos que implica la operacién

convencional para la elaboracion de un diagndstico confiable.

Se identifican tres actividades principales para el proceso de analisis de imagenes en

una muestra médica a través de la técnica de la baciloscopia:

o Constante seguimiento y visualizacion del objetivo a través de la lente del

microscopio éptico binocular.
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o Ajuste del acercamiento de la lente para el correcto enfoque de la imagen.
o Desplazamiento en el plano de la muestra, a través de puntos determinados y
espaciados de manera uniforme para la visualizacion correcta de cada cuadro de

imagen captada por la lente.

Estas tres actividades ordenadas y concatenadas convenientemente constituyen el
proceso de conteo de bacilos por simple inspeccidon a lo largo de toda la muestra
llamado baciloscopia. Lo resaltante de todo este procedimiento es su repetitividad a
través de diferentes muestras, ya que el proceso siempre es el mismo. Dicha logica
secuencial y repetitiva conlleva al planteamiento del disefio de un sistema que sea
capaz de realizar la misma labor de adquisicibn de imagenes pero de manera
automatica, cumpliendo con los requerimientos del proceso manual para luego realizar

el conteo respectivo de bacilos en la muestra total.

3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo General

El objetivo principal de este trabajo es el disefio e implementacion de los algoritmos del
software de control de un sistema automatico de adquisicion de imagenes de una

muestra médica a través de un microscopio éptico binocular.

Para cumplir con dicho objetivo principal, se plantean objetivos especificos que dividen

el trabajo para una mejor distribucion de la labor total.

3.2.2 Objetivos Especificos:

o Controlar una Camara Web para la captura de imagenes, con una resolucién de
640 x 480 pixeles para la obtencion imagenes con un grado de nitidez aceptable
por el laboratorista.

o Lograr un desplazamiento coordinado en 3 dimensiones:

- El Plano XY: Lograr el desplazamiento automatico a través de puntos
equidistantes tanto en el plano X como en Y segun el ancho y largo definido
por el operario (X maximo: 30 campos, Y maximo: 10 campos)

- El Eje Z: Lograr un movimiento inteligente segun el aumento o disminucién

del enfoque de la imagen.
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o Almacenar las imagenes capturadas bajo nombres concatenados, tomando en
cuenta el orden de adquisicién y su ubicacion dentro de la muestra total.
o Crear un interfaz de usuario sencillo y de facil entendimiento, con prevencién de

errores y mensajes que permitan el correcto uso del sistema.

3.3 Planteamiento de la Solucién

Para el cumplimiento de los objetivos se plantea UN DIAGRAMA DE FLUJO
GENERAL (ver figura 3.1). Este diagrama muestra de manera concisa los bloques
principales de programacion: Bloque de configuracion de parametros, Bloque de
Barrido automatico y Bloque de enfoque automatico. El primer bloque inicializa y
declara los parametros a usar dentro de la légica general del programa. El segundo
permite desplazar automaticamente la muestra a través del plano XY para analizar
campo a campo cada imagen. El tercer bloque realiza el enfoque automatico de cada
campo, teniendo en consideracién el programa de analisis de foco realizado por otra
persona (esto se detalla mas adelante). Lineas abajo se pondran en detalle cada parte
del diagrama de flujo general; ademas el diagrama de flujo completo del trabajo se
encuentra en los anexos, con ello se puede ver graficamente cémo funciona la logica

de solucion para cada bloque.

Cabe resaltar que estos bloques no son los unicos que intervienen dentro de la légica
general de la solucion. Bloques como: captura de imagen, validacién de limitador,
analisis de enfoque, etc. Son desarrollados en el transcurso del capitulo como bloques
auxiliares para el mejor control del sistema en general, previniendo errores y haciendo
que la logica secuencial de cada parte sea coherente y se lleguen a cumplir los

objetivos planteados al principio de este capitulo.

El diagrama mostrado a continuacién (Ver figura 3.1) es de ayuda para una
comprension a primera vista de la légica del programa integral. Sin embargo esta
grafica no es suficiente pues es necesario detallar cada bloque que implica el codigo

general.
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GUARDA LA IMAGEN
\

MENSAJE FINAL :
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FIN
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AUTOMATICO

l_l

GUARDAR IMAGEN
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Cont_U=0
Cont_ D=0

]

Fig. 3.1 DIAGRAMA DE FLUJO GENERAL

A continuacion se describe cada bloque de trabajo, que en conjunto logran la
elaboracion de una logica coherente del sistema, es decir, su automatizacién. Se
detallan los recursos usados (hardware y software), el modo de solucién (logica

usada), y desarrollo de cada bloque (cédigo implementado en software de
programacion).
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3.3.1 Captura de imagen:

Es necesario tomar en cuenta que el microscopio a utilizar es un microscopio optico
binocular, es decir, posee dos lentes de observacion. Por tal razén, para la pre-
visualizacién y captura de las imagenes en cada campo se usa una camara web de
forma tubular (Ver figura 3.2) que sea facilmente adaptable a una lente del

microscopio, en este caso se usa la lente derecha.

La camara web a usar es una de forma tubular marca Halion. Sus caracteristicas son:

Fig. 3.2 Camara Web Halion de 5MP

o Interface: USB 2.0.

o 5.0 Mega Pixel.

o Plug and Play (no requiere de driver)

o Resolucién de video: 640 x 480 / 800 x 600.

o Formato de video: 24 BIT RGB.

o Rango de foco: 5 cm hasta infinito.

o Video de Alta Calidad.

o Video conferencias - Email (MSN / Yahoo).

o Compatible con Windows 95/98/Me/2000/XP/NT/VISTA - MAC.

Estas caracteristicas nos permiten tener una imagen de nitidez aceptable y una pre-
visualizacién en formato video que, conforme se realice el barrido de la muestra, nos
dara una vision de la imagen que se esta capturando y como se realiza el enfoque

respectivo.

Para logra el control de la camara web, la pre-visualizacion, la captura automatica de la

imagen, el andlisis de enfoque y el almacenamiento con el nombre respectivo se usa el

36
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software MATLAB®; especificamente /la Caja de Herramientas de Adquisicion de
Imagenes® que este software posee. Es decir, bajo ciertos comandos usados
correctamente se lograra el pleno control de la camara web para el proceso automatico

integral que implica a todo el sistema.

3.3.2 Desplazamiento a través del Plano XY:

El Microscopio modelo CX31 de la compafiia Olympus, como se dijo en el capitulo 2,
posee perillas que se ubican en un mismo eje tubular (ver figura 3.3). Este arreglo dado
permite adaptar 2 motores para cada eje respectivamente; de manera que mediante el
uso de pequefas y delgadas bandas dentadas se pueda transmitir el movimiento de

motor a perilla.

411

Perilla Eje Y

Perilla Eje X ==

Fig. 3.3 Perillas de Ajuste en el plano XY del microscopio 6ptico binocular modelo CX31 de la

compafiia Olympus.

Fuente:
http://www.olympuslatinoamerica.com/spanish/seg/seqg product detail esp.asp?g=716&s=11&c
=53&d=2

El planteamiento de la soluciéon para este tipo de desplazamiento sugiere:

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP ' gz_lr\éel_l}g?;\o

DEL PERU

o El uso de motores de pasos de 7.5° por paso, debido a la exactitud que se requiere
para manejar cada perilla y el enclavamiento caracteristico de este tipo de motores,
que permite que no haya movimientos sutiles que generen errores de ubicacion
cuando el sistema se mantenga estatico.

o El uso de un microcontrolador para el envio de la secuencia de pasos (se vio en el
capitulo 2) que permite el movimiento controlado de los motores. En este caso se
usa un microcontrolador Atmega8 de la compania ATMEL y el software de lenguaje

ensamblador VMLab para la programacién de cada motor.

Desplazamiento a través del eje Z (Movimiento de la lente para el enfoque)

De la misma forma que para el eje X e Y, el microscopio posee 2 perillas especiales
(ver figura 3.4), en este caso, para el ajuste de la lente de enfoque. Una perilla de
ajuste largo, y una perilla de ajuste fino. En este caso solo se usa un motor para la
perilla de ajuste fino, debido a que la perilla de ajuste largo puede ser manipulada por
el operario sin mayor problema. La sensibilidad del movimiento y el desplazamiento por
paso (7.5°) permite un correcta variaciéon de enfoque conforme se realice el giro del

motor.

06

Perilla de Ajuste Largo

Perilla de Ajuste Fino

[ \ \ |
| S b.‘\_/ ETT +

Fig. 3.4 Perillas de Enfoque del microscopio CX 31 de la compafia Olympus.

Fuente:
http://www.olympuslatinoamerica.com/spanish/seg/seqg product detail esp.asp?g=716&s=11&c
=53&d=2
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Al igual que los motores X e Y, se usa el microcontrolador Atmega8 de la compania
ATMEL para el envio de la secuencia de pasos y el software VMLab par la

programacion respectiva.
Desplazamiento Coordinado en 3 dimensiones

Si bien lineas arriba se describe el modo de solucion para lograr el control del
movimiento de los motores, y el control de la cadmara, es necesaria la creacion de un
programa principal que combine estas soluciones de la mejor forma a fin de que el
sistema total tenga un comportamiento automatico y se llegue a obtener la cantidad de

imagenes por muestra analizada.

Para cumplir con todo ello se plantea una logica de control total que sera disefiada y
programada en el software MATLAB® bajo el uso de lenguaje de programacién M,
propio del software a utilizar. Dicho programa permite el manejo de la camara y la
comunicacién respectiva via puerto serial con el microcontrolador para el correcto

movimiento de los motores cuando sea necesario.

Un punto importante de esta solucién es el cédigo utilizado para la cuantizacion del
enfoque de la imagen; para ello se toma parte del codigo implementado por el Alumno
Joel Alanya Beltran que forma parte del desarrollo del sistema en conjunto, asi como

Luis Angel Ruiz Navarro, encargado del hardware del sistema.

Volviendo al punto del desarrollo de la légica de control, es necesario explicar su

planteamiento de la siguiente manera:

o EIl software de analisis de enfoque de imagen, implementado previamente,
indica un valor numérico dependiendo de cuan clara esté la imagen. Esta
propiedad permite analizar todos los campos y evaluar la nitidez de cada punto. Sin
embargo, se requiere un punto de referencia, es decir, un valor inicial con el cual se
puedan comparar los “valores de foco” siguientes y asi poder mover la lente para
un enfoque correcto. Por tal razén, un requisito indispensable del sistema es la
correcta posicion del primer punto de evaluaciéon que debe ser hecha por el
operario, asimismo, el laboratorista debe indicar cuantos puntos quiere analizar por
eje, teniendo como opciones un maximo de 30 campos en el eje Xy 10 campos en

eleje.
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o Luego de obtener el primer valor de foco el sistema empieza a trabajar
automaticamente, es decir el desplazamiento a través del plano XY y el eje Z se
concatenan para pasar de campo a campo e ir analizando la imagen y enfocando

respectivamente.
A continuacién se procede a explicar como sera maneja cada movimiento:
Movimiento en el plano XY (Barrido de la muestra campo a campo):

Para una mejor ubicacion del movimiento de la muestra, se debe indicar que el plano

de referencia es el cuarto cuadrante dentro de un plano cartesiano (Ver figura 3.5).

Fig. 3.5 Plano de accion del Barrido automatico (IV cuadrante)

Fuente: http://palangre009.blogspot.com/2009/09/quien-invento-el-microscopio 17.html

Por otro lado, el microcontrolador atmega8 usado es programado de tal forma que
reciba, via comunicacion serial (revisar capitulo 2) las letras A, D, W o S, (Ver figura
3.6) dichas letras indican un movimiento especifico de los motores que sera realizado

por cada motor dependiendo de su ubicacion:
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A: Movimiento en el eje X Negativo.

D: Movimiento en el eje X Positivo.

W: Movimiento en el eje Y Positivo.

S: Movimiento en el eje Y Negativo.

Fig. 3.6 Instrucciones para el movimiento de los motores en el plano XY.

Movimiento en el eje Z (Enfoque automatico):

Con la ayuda del software de analisis de enfoque de imagen y el valor de foco del

punto inicial es que se realiza el desplazamiento vertical de la lente.

Se toma como referencia el valor inicial y se va comparando con el valor que se tiene
de la imagen del campo que se analiza. Sin embargo, el algoritmo de evaluacién de
enfoque nos da siempre un valor con 2 puntos decimales, es decir, se tiene una
contabilizacion muy fina del valor de la nitidez, por lo que es dificil que las demas
imagenes tengan el mismo valor de foco. Por tal razén, se crea una variable a la que
llamamos tolerancia que nos permite tener un rango de proximidad hacia el valor de
foco ideal (el de la primera imagen). Por ejemplo, si se tiene un valor de foco inicial de
1800, es factible tener un valor de tolerancia de 50. Ello significa que una imagen bien
enfocada debe estar en el rango de 1750 y 1850, si se sobrepasa ese rango o el valor

inicial de foco, se actualiza el valor de referencia a ese nuevo valor hallado; por el
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contrario si la imagen hallada tiene un valor de foco menor que el minimo valor del

rango se procede a mover la lente para encontrar un mejor enfoque.

El movimiento de autoenfoque consta de las siguientes condiciones y pasos:

Si el valor de foco de la imagen es menor que el de la referencia y no se encuentra
dentro del rango, se realiza un desplazamiento hacia arriba (movimiento inicial

predefinido), es decir en direccion al eje Z positivo y se almacena ese valor de foco.

i Luego se analiza el siguiente valor de foco, si este es mayor que el anterior
pero no se encuentra dentro del rango de enfoque entonces se procede a seguir en la
direccién que se tenia (hacia arriba) y se guarda ese valor de foco.

ii. Si luego se analiza la imagen y su valor de foco es mayor, se sigue en esa
direccidon (hacia arriba). Pero si el valor es menor, ello quiere decir que la nitidez
empeora, entonces se procede a ir en la direccion contraria (hacia abajo).

iii. Si luego el valor de foco empieza a mejorar se sigue en la misma direccion,
segun sea el caso, hacia arriba o hacia abajo. Es decir cuando el enfoque empieza a
mejorar, se sigue en la misma direccién, pero si el enfoque empeora, se toma una
direccién contraria.

iv. Claro esta que si el valor de foco esta dentro del rango de enfoque o es mayor
que el valor de referencia, se procede a guardar la imagen capturada y a pasar al

siguiente campo, con el valor de referencia actualizado o no segun sea el caso.

Logicamente, no se puede pasar al siguiente campo si no se ha obtenido una imagen
bien enfocada. Sin embargo, se ha tomado en cuenta la posibilidad de que el sistema
no logre encontrar una imagen bien enfocada, ello quiere decir que la lente estara
oscilando infinitamente hasta encontrar una imagen perfecta, lo que implica pérdida de
tiempo. Para evitar ese problema se crea una variable llamada limitador que me indica
el maximo numero de movimientos verticales que puede realizar la lente hasta
encontrar una imagen clara, cuyo valor de foco se encuentre dentro del rango

permitido.

La instruccién de movimiento hacia arriba o hacia abajo dependiendo de la situacion,

se hace, al igual que con los motores X e Y, a través de letras que son enviadas via
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puerto serial hacia el microcontrolador (Ver figura 3.7), que luego las interpreta y envia

la trama correspondiente al motor para generar su giro.
U: Desplazamiento a través del eje Z Positivo

J: Desplazamiento a través del eje Z Negativo

U
<JJ

Fig. 3.7 Instrucciones para el movimiento del motor de control del eje vertical del microscopio

Si bien todo lo descrito anteriormente es para el mejor entendimiento del modo
automatico de operacion del sistema, se decidié hacer también el modo manual del
mismo que consiste basicamente en el manejo de los motores para el desplazamiento
XY, enfoque de la lente y captura de imagen a través del uso del teclado; es decir, la
letras que se enviaban via puerto serial para el movimiento de cada motor, seran
usadas para que con la tecla respectiva se pueda hacer lo mismo. De esta forma al
apretar A, D, W, S, U, J se movera cada motor segun lo programado. Ademas se
adiciona la tecla C para indicar que se quiere capturar la imagen que se esta

enfocando.

3.4 Desarrollo de la solucion

A continuacion, se procede a mostrar el desarrollo de la solucion es decir, partes
importantes del cédigo disefiado tanto para el control de movimiento de los motores
como para el control integral del sistema, es decir la légica secuencial que gobierna a
todo el sistema automatico para la adquisicién de las imagenes que conforman toda la

muestra analizada.
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Algoritmo de Control de Movimiento de los motores X, Y, y Z (realizado con el
software VMLab)

Para controlar los motores de paso, es necesario conocer, en primer lugar, la
secuencia de pasos que los gobiernan (ver tabla 3.1). En nuestro caso, los motores de

pasos que se tiene son de 7.5° y su secuencia de pasos es la misma para todos:

Tabla 3.1 Secuencia de pasos para el motor de pasos bipolar usado.

S1 | S2 | S3 | sS4
Paso # 1 0 1 1 0
Paso # 2 0 0 1 1
Paso # 3 1 0 0 1
Paso # 4 1 1 0 0

Estos pasos seran almacenados en una tabla dentro del programa VMLab para luego,
mediante punteros de memoria, acceder a ellos consecutivamente segun las

instrucciones recibidas. (Ver figura 3.8)

| VMLAB - [c:\documents and settings\owner\my documents\d

Z| File Edit Search Yiew Project Components  Bun Multiprocesd
1 enlPalen] eleds 5| ¥ [ [Tl8] 0y §

Zec_pasos H:
Ldib 0kO00011000, 0bkOOOQOC1100 - lero, Z2do
Ldb 0b00100100, 0kOO110000 - Jerao, 4te

Sec_pasos ¥:
Ldix 0bOO0O00110, 0kOOOOCOO11 - lero, 2Zdo
Ldb 0b0O0O001001, 0kOOOO1100 - Jero, 4dto

Sec_pasos I:
.db 0b0O0O011000, 0kOODOO1100 - lero, Zdo
Ldb 0b0O0100100, 0kOO110000 - Jero, 4dto

Fig. 3.8 Almacenamiento de la secuencia de pasos en tablas dentro de la memoria del atmega8.

El programa de control de los motores se inicia declarando la variable datos que

guardara su valor en el registro 21, asimismo se configura el puntero de la pila para el
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acceso a la tabla que contiene los pasos de cada motor. Ademas, se llaman a

subrutinas que configuran la comunicacion serial y los puertos de entrada y salida
(Ver figura 3.9 y 3.10).

Las caracteristicas de la comunicacion serial son:

i. 9600 baudios de Velocidad con una frecuencia de oscilaciéon de 1MHz.
ii. Comunicacién asincrona, sin paridad, un bit de parada y 8 bits de datos.

iii. Se deshabilitan las interrupciones de comunicacion.

S
sEESS CONFIGURACTON DEL SERTAL
S
CONFIGURA SERIAL:

FUSH R17

SRE00 baudics (fosc= 1MOE)

1di Ri6,high(i0C)

out UEBRRH,ERl6

1di Rila,low(50C)

out UEBRRL,ERl6

svelocidad DOBLE, ko multiprocesador

1di R16, (0<<REC | 0<<TEC | 1<<UzX | O<<MPCH)

out TCSRA,R1G

sComunicacicon Esincrond, SIN PARIDAD, 1 hit de parads, § bits

1di R16, (1<<URSEL | O<<UMSEL | O<<UPM1 | O<<UPMO | O<<USES | 1<<UCSZ1 | 1<<UCSZ0)

out UCIRC,R16
sinterrupciones de comunicacicon deshabilitadas, Tx v Rx habilitadas

1di R1la, (0<<RECIE | 0<<TECIE | 0<<UDRIE | 1<<REEN | 1<<TEEN | 0<<UC3Zi | O0<<TXES)
out TC3RE, R16
POP R17

RET

Fig. 3.9 Configuracion del puerto serial
La configuracion de los puertos se realiza de la siguiente manera:

i Puerto B pines: 2-5 salidas para el motor X
ii. Puerto C pines: 0-3 salidas para el motor Y

iii. Puerto D pines: 2-5 salidas para el motor Z

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP gz_lr\ésl_l}g?;\o

DEL PERU

B N N
sESE CONFIGURACTION DE PUEETOS

SELLELEL LTSS A
CONFIGURAL PUERTOS:

push rilo

1di ri6, Ob0O0111100 s PBa--F =alida para motor eje =
out ddrh, rle

1di rid, OhOOOO1111 s DoQ--3 =alida para motor aje ¥
out ddrc, rilo

1di ri6, Ob0O0111100 s Dha--F =alids parad motor eje =
out ddrd, rle

pop rlo

ret

Fig. 3.10 Configuracion de Puertos.

Luego de las configuraciones respectivas, se procede a esperar el dato que sera
enviado desde el programa principal para el movimiento de los motores, para ello se
crea la subrutina llamada “RECIBE_DATO” con ello, ni bien se recibe un dato, este se
almacena en la variable DATO, con ello se realiza la comparacion para saber qué

movimiento realizar.

Se definen 6 movimientos para cada instruccion que se envia, en este caso son letras:

= A - Movimiento Negativo en el eje X
= D - Movimiento Positivo en el eje X
. S - Movimiento Negativo en el eje Y
= W - Movimiento Positivo en el eje Y
. J = Movimiento Negativo en el eje Z
. U - Movimiento Positivo en el eje Z

Entonces, estas letras son enviadas por el programa principal y el VMLab los recibe,

los interpreta y envia la trama correspondiente a los motores de pasos:
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HLLETLETEETEEEEE TR A A7 T T i T8 di i i iiiidiidrirrissssys
s MOnQ MANUAL
R S SN N S TS S ST S S RN S TSR A S P S TS A

MANTAL :

RCALL RECIBE_DATO
CPI DATD, 'D! p desplazarse @ la derecha feje x)
BREQ X_DERECHJL_HM‘JUJLL

CPI  DATO, 'A' S desplazarse 3 1z izguierda (eje x)
BREQ X_IZQUIERDIL_HILI\IUILL

CPI  DATOD, 'W s desplazarse hacia arriba fefe v)
BREQ Y_JLRRIBA_HM‘IUILL

CPI  DATO, '3 s desplazarse haciad abaio feje ¥)
BREQ Y_JLBAJO_HANUAL

CPI DaTo, 'T! S Subir feje z)
BRE] I SUBE MANUAL

CPI  DaTo, 'J! + Bajar feje =)
BRE(Q Z BAJA MANUAL

CPI DATD, 'R! S retornar al menu principal
BEE(Q ARRLNQUE
RJMP MANUAL

Fig. 3.11 Recepcioén y accién de las instrucciones para el movimiento de los motores.

Para el envio de la trama correspondiente, se usa un puntero de pila que me indica la
ultima posicion de memoria a la que se quedo apuntando, de manera que el siguiente
paso es la siguiente direccién de memoria. Asimismo cabe resaltar que entre paso y
paso que se dé en el motor, debe haber un retraso, para ello se crea una subrutina
llamada RETRASO (figura 3.12), con la cual se genera un retraso de 100 milisegundos

entre paso y paso.
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FEPLLLTE LIPS IR E LTSI I IR LT P I PP i il sy

e EETARDO DE 100ms
PRSI LRI IS G EA AT TR I RIS T
EBETARDO:
PUSH R16
X DERECHA MAMNTAL: PUSH R17
T LR Ri7 PUSH RiE
LOoPE: CLR R16
THC riA CLR 17
CLR R18
CPI R15, 4
BRE R3TXE RUTINA:
. INC R16
RSTRE: CPI R16, &0
LDI R31,HIGH(3ec pasos_ZXZ*2) BREQ LEVEL_1
LDI R30,LOWV(3ec pasos X*2) RIMP EUTINA
LI Rlg, O LEVEL 1:
ADD R3n, R15 IHC R17
CLR E16
LR LRI CPI R17, 250
LPM Rig, 2 BREQ LEVEL_Z
ouT PORTE, Rla mLPgTINﬁ
RCALL RETARDO -
IHC R17 CLR R1%
CLR R17
CPI R17, §01 IHC RS
BRHE LOOPXE CPI Rl5, 2
RIMP CPERACICH BRHE RUTINA
RATZE: POP R13
LDI R15, O POP R17

POP El6

RIMP RSTRX e

Fig. 3.12 Retardo entre paso y paso y ejemplo de movimiento eje X

Algoritmo de Control para el Modo Automatico y Manual del Sistema (realizado
con el software MATLAB)

Antes de ver el algoritmo de control total del sistema es necesario explicar el desarrollo
de una funcién creada para la comunicacion serial entre el programa principal y el
microcontrolador que enviara la trama correspondiente para el movimiento de los

motores.

Funcion “senddata” para el envio de instrucciones:

Este algoritmo implementado en el software MATLAB permite enviar una instruccion
almacenada en la variable datos a través del puerto serial “s” (este puerto se
configura al inicio del programa principal a través del codigo: s = serial (‘com4’) por
ejemplo). Para ello, convierte el valor de la variable datos en una cadena de caracteres
a través del comando “num2str”, luego se transmite esa cadena codificada a la
variable trama. Después de ello, se transfiere las propiedades de la variable trama a la
variable t y a través del comando whos, de esta forma se configura el tamafo de
salida del buffer de acuerdo al tamafio de la trama (numero de bytes), y la velocidad

de transmisién a 9600 baudios de acuerdo a la velocidad de recepcion del

48
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microcontrolador (ver figura 3.13). Luego, se abre el puerto s, se envia la trama y se

procede a cerrar el puerto.

function senddata(datos, s)

datos = nuw2str (datos)
trama=[datos] ;

t=whos('trama'])

set (s, ' outputbBufferiize’'  t.bytes) ;
zet (2, ' BaudRate! ,9600) ;

fopenis):

fprintfis, '%=',trama)

folase(s)

Fig. 3.13 Cddigo de subprograma de comunicacion serial

Una vez explicada la funcion creada para la comunicacion serial, se procede a explicar

el funcionamiento y la l6gica del algoritmo de control integral del sistema.

Se inicializa el programa borrando todas las variables existentes y cerrando todas las
ventanas auxiliares e inicializando los contadores de desplazamiento: i (eje X), j (eje Y),

k (eje Z), a (contador de nimero de campos través de la muestra).
Asimismo, se declaran al inicio las variables:
Variable de seleccién de operacién:

selector: Indica tres opciones: T: modo automatico, M: modo manual, F:

Finalizar la operacién. Se inicializa con un valor 0.

Variables para el plano XY:
muestras_i: Cantidad de campos a analizar en el eje X.
muestras_j: Cantidad de campos a analizar en el eje Y.

sentido_i: Bandera que me indica el sentido del movimiento a través del

eje x en el plano: Hacia la derecha - (0), hacia la izquierda <(1).
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Variables para el Autoenfoque:

cont_U: Cantidad de movimientos hacia arriba (Up) de la lente.

cont_D: Cantidad de movimientos hacia abajo (Down) de la lente.

Vf_ant: Variable que almacena el valor de foco anterior al actual de un campo.

Tolerancia: valor que me indica la fluctuaciéon positiva y negativa con respecto

al valor de foco de referencia.

limitador: Valor que me indica el maximo nimero de movimientos permitidos

en el eje Z para lograr enfocar una imagen.

Lim: Bandera que me india si se llegé (1) o no (0) al maximo numero de

movimientos verticales permitidos.

Cont_fallas: Variable que almacena la cantidad de campos en donde no se

logré enfocar correctamente la imagen.

foco_encontrado: Bandera que indica si se ha encontrado (1) o no (0) una

imagen correctamente enfocada.

Una vez declaradas las variables que seran de apoyo al sistema global, se procede a
preguntar al usuario si se desea iniciar el modo automatico o el modo manual del
sistema para ello se identifica al modo automatico con una letra “T” y al modo manual
con una letra “M”. Hay una opcion adicional “F” que indica el final de la operacién del

sistema (ver figura 3.14 y 3.15).
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J Command Window =101 x|

File Edit Debug Deskiop Window Help

Ay
SGeleccione Modo MANUAL (M) o AUTOMATICO(T), [F]FINJLLIZJLR:< ’
I

LT v

Fig. 3.14 Menu Inicial del programa

selector = 0;
while selector @51_ SELECTOR DE FINAL DE OPERACION

selector = i ='):

if selector == 'M'
uiwait (msghox (' BIENVENIDO AL MODO MAWNUAL DE OPERACICHN DEL MICROSCOPIO','MENSAJE DE BIENVENIDL','HELFP', 'mod:s
%% COHNFIGURACION DE CAMARA Y MUESTRA PREVIA DE IMAGEN VIA VIDEO:
imaghwinfo (' winvideo',selector_camara) ;
vid = videoinput('winvideo',6selector cawara, ' YUTZ_ s40x450') ;
preview(wvid) ;

datos = 'M';
senddata (datos, 5) g TCTION ###H]
while selector = <@ | SELECTOR DE MODO MANUAL
closepreview;
elseif selector == 'T
datoz = 'M'; % se cambia para limitar al maximo el codigo del atmegads.
senddata (datos, s) TMCTION ####H] B
vhile selector = === | SELECTOR DE MODO AUTOMATICO
closepreview;
elseif selector =='F'

uiwait (msghox (' OPERACION FIMALIZADA','MENSAJE DE FINALIZACION', ' HELF', 'modal')]):

else
uiwait (msghox ('ERROR DE SELECCICN DE MODO (LETRALZ MAYUSCULAS POR FAWOR)','ERROR DE 3ELECCICN','ERRCR', 'mod:

end
end

Fig. 3.15 Codigo de Validacion de opciones de operacion
3.4.1 Modo Automatico:

El modo automatico inicializa con un mensaje de bienvenida y luego pidiendo al
usuario el numero de campos a analizar, tanto en el eje X como en el eje Y (ver figura
3.16 y 3.17). Estos datos son multiplicados para la obtencion de la variable

N_muestras_totales que me indica el numero total de muestras que se va a analizar.
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J MENSAJE DE BIENVENIDA

% BIENVENIDO AL MODO AUTOMATICO DE OPERACION DEL MICROSCORIO

Fig. 3.16 Mensaje de Bienvenida al modo automatico de Operacion

J Command Window oy ] 4
File Edit Debug Deskiop ‘Window Help L
Zeleccione Modo MANUAL (M) o AUTOMATICO(T), (FJFINALIZAR:T

JELECCICNE EL NUMERC DE MUE3TRAZY (MAXIMO 30§ EN EL EJE ¥: 30
ﬁg JELECCICNE EL NUMERC DE MUE3TRAS) (MAXIMO 10§ EN EL EJE 3J: 1EI|

O 4

Fig. 3.17 Menu inicial para fijar los valores de los campos a analizar

Al guardar los datos de campos a analizar por eje y la variable N_muestras_totales, se
procede a la captura y almacenamiento de la imagen del primer punto, colocado por el
operario, de esta manera se obtiene el valor de foco de referencia; luego se procede a
mandar la instruccion para el desplazamiento al siguiente campo. Para ello, primero se

configura la camara.

Configuracién de la camara:

imaghwinfo ('winvideo', selector_camara) ;
vid=videoinput ('winvideo', selector_camara, "YUY2_640x480");

preview (vid) ;

La primera linea de codigo permite reconocer el dispositivo de captura de imagen
conectado a la computadora, la segunda linea configura la camara para que capture
una imagen de 640 x 480 pixeles (la mas grande que puede capturar), y la tercera

linea permite una pre-visualizacion en video de la imagen que se esta enfocando.

Una vez configurada la cdmara se procede a la captura, analisis y almacenamiento de

la imagen.

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




\\\‘ENEE&

¥ PONTIFICIA

£ d
TESIS PUCP 5 %s NG sma a0
DEL PERU

Captura de la imagen:

I=getsnapshot (vid) ;
img = ycbcr2rgb(I);

sin

El primer comando permite capturar la imagen y almacenarla en una variable "I”;
embargo al capturar la imagen, esta se ve afectada por la luz que incide en el
ambiente, para quitar esa luz se utiliza el segundo comando, de manera que al

mostrar la imagen esta salga tal y como se pre-visualizé.

El analisis de la imagen se realiza a través del codigo desarrollado por otro alumno, de
manera que no esta dentro de nuestro alcance explicarlo (Ver figura 3.18), sino

simplemente utilizarlo.

I #% PROGERAMA DE AHALISIS DE FDCD:I

f I2 = rgbigravy(I):

Y1a gradiente de la imagen
obtienes el contorno de la imagen
tusando el wetodo de deteccion 30EEL

(TENIENDO LO3 VALOBRES DE LAS GRADIENTES ov v gh
(PODEMOS HALLAR LA MAGNITUD FOCAL
togw es el wvalor de la mascara vertical » imagen I

< [EW, thresh, v, gh] = edge(IlZ,'schel');

gvil=abs(gv); 3gvl 2= el wvalor absoluto
twalor de la mascara horizontal x imagen I
gwe=abs (gh) ; Fvalor absoluto

S RTTER F oo ; Zsuma de Folutas

VALOR DE FOCO

Juas gL dgen ga_pt,a DE REFERENCIA

la matris

Fig. 3.18 Codigo de Analisis de foco de cada imagen

Almacenamiento de la imagen:

file=strcat ('image',num2str(a));
file=strcat (file, '.Jpg');
imwrite (img, file, "quality',100);
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Para almacenar la imagen con un nombre concatenado, es decir, con un nombre que

indique el numero de campo a que pertenece, se hace un pequefio artificio: el
comando “num2str” me permite cambiar el valor de la variable a de numero a una
cadena de caracteres, el comando “strcat” me permite concatenar cadena de
caracteres, y el comando “imwrite” me permite guardar una imagen poniendo primero
la variable en donde esta almacenada la imagen (img), luego el nombre (que hemos
formado con el comando strcat) y la variable que se quiere modificar, en este caso la
calidad (quality), y el valor de esa variable , que para este caso es 100 (la mas alta
calidad). Entonces si se esta en el campo numero 30 el nombre para la imagen

guardada sera: “imagen30.jpg” (.jpg es el formato de la imagen).

Luego de la captura, andlisis y almacenamiento de la primera imagen empieza el
trabajo del algoritmo de automatizacion. Dentro de este codigo se encuentran dos
bloques que trabajan conjuntamente: Bloque de barrido automatico de la muestra a

través del plano XY, y Bloque de ajuste automatico del enfoque de la imagen.

Bloque de Barrido Automatico:

Para ello es necesario tomar en cuenta que el barrido se realiza en forma de zigzag; es
decir, se barre campo a campo en una direccion a través del eje X hasta llegar al ultimo
punto, luego se baja un campo en el eje Y, y se procede a regresar campo a campo
hasta el primer punto del eje X, luego otra vez se procede a bajar en el eje Y, y a
desplazarse campo a campo en direccién al ultimo punto del eje X. Asi sucesivamente

hasta llegar al ultimo campo. (Ver figura 3.19)

—> Placa

s
Mucstra

> (Campos

-
e
[

D DD D9

Fig. 3.19 Esquema de barrido automatico a través del plano XY
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El método que se usa para realizar el barrido automatico esta basado en la direccion
de desplazamiento a través del eje X. De acuerdo a ello se decidira que direccién

seguir, yaseaeneleje Xoeeleje.

Se usa una bandera llamada “sentido_i” que me indica el sentido de desplazamiento
a través del eje X: sentido positivo (0) y sentido negativo (1). Como se ve en la figura el
primer sentido que toma el barrido es el sentido 0 de manera que al principio de
programa se indica ese valor. Luego conforme se avance a través de la muestra se

sensa el punto en el que se encuentra el campo analizado (“i” me indica el punto en el

eje Xy “” me indica el punto en el eje Y) y se compara con los valores de las variables
muestras_i y muestras_j, que indican el maximo numero de campos en X e Y

respectivamente. Entonces:

o Si se tiene i =1 y sentido_i = 0 (=) se envia a través del puerto serial una “D”
que me indica direccién X positiva, y se aumenta en 1 el valor de i.

o Si se tiene i = muestras_i y sentido_i = 1 (€) se envia a través del puerto
serial una “A” que me indica direccion X negativa, y se disminuye en 1 el valor de i.

o Si se tiene 1 < i < muestras_i y sentido_i = 0 (=) se envia una “D” para
indicar direccion X positiva, y aumenta el valor de i en 1.

o Si se tiene 1< i < muestras_i y sentido_i = 1 (¢) se envia una “A” para
indicar direccion X negativa, y disminuye el valor de i en 1.

o Si se tiene i = muestras_i y sentido_i = 0 (=) eso quiere decir que se llego al
ultimo punto en el eje X, por lo tanto se verifica primero si 1 < j < muestras_j; si es
asi, se envia una “S” indicando movimiento negativo en el eje Y, y se cambia el valor
de sentido _i a 1 indicando movimiento en direccion negativa en el eje X. En cambio,
si se tiene un valor de j = muestras_j se procede a finalizar el barrido.

o Si se tiene i =1 y sentido_i = 1 (&) eso quiere decir que se llegd al primer
punto en el eje X, por lo tanto se verifica primero si 1 < j < muestras_j; si es asi, se
envia una “S” indicando movimiento negativo en el eje Y, y se cambia el valor de
sentido _i a 0 indicando movimiento en direccién positiva en el eje X. En cambio, si

se tiene un valor de j = muestras_j se procede a finalizar el barrido.

De esta forma se realiza el barrido automatico a través de toda la muestra analizando,

claro esta, el valor de la nitidez de la imagen en cada campo (Ver figura 3.20).
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%% BARRIDOD AUTOMATICO

if i == wuestras_1i;
if j == muestras j:
] = 1;
4 = a5 Validacién de los
else valores topes de los
i=3 + 1:

e e contadores “i”y “j”
atos = H

zenddata(datos,2)

Uso de la variable if sentido_i ==

-

“sentido_i” para el Sentido i = 1:

correcto envio de Elsei C i
”S", “A” o “D” via datozs = ';L'.:
puerto serial segun I senddata[datns,s]l
sea el caso e
end
Elsﬂ
it Sentidn_i == [:
I i=1i+ 1; I
datos = 'D';
I senddata (datos, 3)
else
if sentido i == 1;
1T 1 == _1:
Iif j == muestras=iij
3 =ig
Envio de las i= 1:
instrucciones “S”, else
“A”, “D” via puerto S
. , atos = B
senalsegun senddata (datos, 3)
corresponda if sentido i == 1;
sentido_1i = 0;
end
end
end
end
end
end

Fig. 3.20 Cdédigo detallado de barrido automatico a través del plano XY. Los cuadros indican la

accion determinada de cada cédigo.
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Bloque de ajuste automatico del enfoque de la imagen:

El bloque de ajuste automatico de enfoque, estda basado principalmente en el
desplazamiento a través del eje Z regido por el valor de foco de la imagen, comparado

con el valor de referencia y el valor de foco de un estado anterior en el mismo campo.

Es decir, se tienen 3 variables que se comparan: Vfn (valor de foco de la imagen actual
enfocada), Vfant (valor de foco de un punto anterior en el mismo campo), y Vfi valor de

referencia (tomado del punto inicial colocado por el operario).

Asimismo, se hace uso de las variables ya descritas anteriormente: cont_U, cont_D,

Tolerancia, limitador, Lim, Cont_fallas, foco_encontrado.

Se valida primeramente el valor de la variable a, para ver si se llego a analizar el
numero de campos totales, si el valor de a es mayor al valor de N_muestras_totales,
entonces se finaliza la operacion; pero si el valor de a es menor o igual al valor de
N_muestras_totales entonces se pasa a evaluar el valor de la bandera
foco_encontrado, si este es 1 se procede a pasar al siguiente campo, ese
desplazamiento depende del bloque de barrido automatico; por el contrario, si el valor

es 0, se procede a hacer la busqueda de una imagen correctamente enfocada.
El procedimiento para la bisqueda de un enfoque correcto es el siguiente:

o Se parte desde la validacion del valor de la variable Lim, si es 1, ello quiere
decir que se tuvo el maximo numero de movimientos verticales permitidos, entonces se
procede a enviar la instruccidon para el pase a un siguiente campo (BLOQUE DE
BARRIDO AUTOMATICO), se inicializa (pone a 0) los valores de cont_U y cont_D
para que en el siguiente campo se vuelvan a contar los movimientos verticales de la
lente y, por ultimo, se procede a aumentar en 1 el contador de fallas: cont_fallas. Por
el contrario, si el valor de Lim es 0, entonces se procede a capturar la imagen del

campo analizado (Ver figura 3.21).
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%% LOOP DE AJUSTE DEL EJE Z SEGUH VALOR DE FOCOD:

while a<= N _muestras_totales
while foco_encontrado == ﬂ

Contadores de if |Lim == €=m| Limitador de Movimientos verticales

movimientos
verticales: UP | ==)
& Down

Contador de

= cont_rallas + 1:

. | Campos fallidos
%% MEHSAJE DE RECEPCION DE IMAGEHES FALLIDAS
V = stroat (V,nu2stria)l,' /'):

end

Fig. 3.21 Validacién de limite de movimientos verticales segun la bandera Lim

o Luego de capturar la imagen, esta es procesada por el algoritmo de analisis de

foco, dando como resultado un Valor de foco actual: Vfn. Este valor tiene 2

comparaciones:
o Se compara con el Valor de foco de referencia (Vfi) si este valor esta
dentro del rango permitido dado por la variable tolerancia, entonces el
enfoque es valido y se procede a guardar la imagen y a cambiar el valor de la
bandera foco_encontrado a 1 para el paso a otro campo en la muestra;
también, se vuelven a inicializar (poner a 0) los contadores de movimientos
verticales: cont_U y cont_D. Ademas, si el valor de foco encontrado es
mayor que el valor de referencia (Vfi), este valor de referencia se actualiza y
toma el mayor valor encontrado, teniéndose asi un valor de Vfi nuevo (Ver
figura 3.22).
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if Vfn = Vi
VEi = Vin:;

<= Comparacion para la Actualizacidn

del Valor de foco de referencia

cond = [VEn > Vi) |
if cond==
T rgrrrncon TRy

foco encontrado = 1; % 3 activa fla har‘fra de focoo

abs (VEin — Vfi)<= Tolerancia;

Almacenamiento :

. % S3e guarda la imagen
de la Imagen con - file=strcat (' image' , numZstr (a) ) ;
nombre file=streat (£ile, '.ipg');
concatenado imwrite {img, file, 'quality',100); imagen enfocada
B it m e o s i e s
%% Reset de contadores de movimiento vertical:

Validacion de

cont T = 0;

Inicializacion de los

contadores de desplazamiento

Fig. 3.22 Validacion de foco encontrado y almacenamiento de imagen con
nombre concatenado.

o De la misma forma, se compara el valor actual de foco Vfn, con un valor
anterior (Vfant), que puede ser, el valor de foco del campo anterior o el valor de

foco de un punto vertical anterior del mismo campo analizado.

Esta comparacion realizada, conlleva a un desplazamiento coherente a
través del eje z en busca del foco correcto; para ello se usa, al igual que
en el bloque de barrido automatico, una bandera de desplazamiento
llamada BD, cuyo valor “0” indica un desplazamiento de direccion
ascendente, y el valor “1” indica un desplazamiento de direccion

descendente.

De esa forma es que se procede a evaluar el movimiento vertical segun

el enfoque:

= Si el valor de Vfn es mayor a Vfant y no se ha realizado
movimiento vertical alguno en ese campo (cont_D = cont_U = 0),
entonces se procede a realizar un movimiento hacia arriba (se envia
“U” via puerto serial) y se pone la bandera BD a 0, este es un
movimiento de inicio simplemente. Se actualiza el valor de Vfant,

tomando este el valor de Vfn (Ver figura 3.23).
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else Esta bandera indica que no
ili%l : se ha realizado movimiento
cont = Cont +1: .
- - alguno en el eje Z
ED=0:
Viant = Vin: o
datos = 'T'; < Movimiento
senddata(datos, =) ; | FuncTy predefinido de inicio

Fig. 3.23 Movimiento de inicio de enfoque automatico.

= Luego se vuelve a obtener un valor Vfn, si este es mayor que
Vfant, ello quiere decir que el enfoque mejora, por lo tanto el
desplazamiento es el correcto, asi que se mantiene la direccion
ascendente, se envia “U” via puerto serial y se aumenta el contador
cont_U en 1. Pero si el valor de Vfn es menor, se cambia de direccion
ya que el enfoque comienza a empeorar, de manera que se envia una
“D” via puerto serial, se aumenta en 1 el contador cont_ D y se
cambia el valor de la bandera BD a 1 indicado direcciéon Z negativa.
En ambos casos, luego del envio de la instruccién via puerto serial, se
suman los desplazamientos verticales (cont_D + cont_U), si estos son
mayores al valor del limitador se procede a activar las banderas Lim y
foco_encontrado (1). La primera bandera indica que se alcanzo el
numero de desplazamientos permitidos en el eje Z y el segundo
simplemente simulard que se encontré una imagen enfocada (pero no
es asi) simplemente para realizar el paso a un siguiente campo.

. Luego, conforme se vaya avanzando, se mantendra el sentido de
desplazamiento si el enfoque mejora, 0 se cambiara de sentido si este

empeora, siempre tomando en cuenta el limitador.
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else
cont_ U = cont_ U +1;

Actualizacion del mE Transmitomos Dato 'D' indicando gue se

%% mueva un paso hacia abajo

valor de foco
H datos = '1TI';
anterior Vfant senddata(datos,o]; % [UNCTION #E#E##H#HESEHAH
= =
L = cont D + cont_U;
if L » limitador
Evaluacion de Lim = 1;
foco_encontrado = 1:
movimientos end
verticales segun el S
.. end
valor del limitador il
if BD==1
ED =0:
cone_ 0 = cont T +1;

, Viant = Efn;
Envio de Ty Transmicimos Dato 'U' indicando gue se

arribha

instrucciones para
. datos = 'U';
el ajuste de senddata (datos,s): 5 FUNCTION #E#s##sssssssss
enfoque de la lente TRItadoT d& Comaz .
L = cont D + cont_U;

if L > limitador

Lim = 1;
foco_encontrado = 1;

.. end
Evaluaciony - e
actualizacién del
cont D = cont D +1;

sentido de
| viant = ven: |

deSp|azafnient0 a %% Transmitimos Dato 'D' indicando gue se
%% mueva un paso hacia abajo

través del eje Z
datos = 'J';
senddata(datos,s); %

UNCTICH HEREHEHHERTHERS

L = cont D + cont_U;
if L » limitador
Lim = 1:
foco encontrado = 1;

end

end
end

end

end

end

Fig. 3.24 Algoritmo codificado de Enfoque automatico
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3.4.2 Modo Manual:

Una vez planteada la légica de movimientos de cada motor a través de tramas
enviadas via puerto serial, tramas que son codigos ASCIl de letras especificas; se
puede tomar estas instrucciones para que, a través de teclas correspondientes a las
letras usadas, se pueda manejar el sistema con el fin de permitir una exploracion, por
parte del usuario, de la muestra que se va a analizar, sin tener la necesidad de tener

contacto con el microscopio.

Partiendo de ello, se disefia el sistema manual de operacion.

Se parte desde que en el Menu inicial se escoge la letra “M” de modo manual (Ver
figura 3.25). En seguida aparece un mensaje de bienvenida, y luego configura la
camara web y se muestra una pre-visualizacion de la imagen enfocada en el

microscopio; todo ello con la misma codificaciéon usada par el modo automatico.

) MENSAJE DE BIENYENIDA _|EI|5|
BIEMWENIDD AL MODO MaMIAL DE OPERACION DEL MICROSCORIO

Fig. 3.25 Mensaje de bienvenida Modo Manual

Luego, se muestra un menu en donde el sistema se mantiene a la espera de la
instruccion que se quiera dar. Las teclas a usar son: A, D, W, S, U, J y C. Estas

instrucciones de almacenan en la variable modo_manual.

Si se presiona la tecla A (Movimiento eje X negativo) y luego “enter”:

o Se evalua si el contador de movimientos en el eje X: i, esta dentro del rango de
movimiento permitido, es decir menor o igual que el valor de la variable
muestras_i, y mayor que el minimo valor de X: 1. Si esto se cumple, se envia
a través del puerto serial la letra “A” y se disminuye en 1 el valor del

contador i, sino se muestra un mensaje de error (Ver figura 3.26).
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elseif modo mwanual == 'L'
%% MOVIMIEHTD EJE X HEGATIVO :
if fii »= 2) £& (i <= muestras n
e, Validacién del valor del contador “i”
atos , “nn , .
senddata(datos s): m Envio de la letra “A” via puerto serial

else
msghox (' MOVIMIENTC NCO PERMITIDC : FUERA DE RAMNGD', 'ERRCR EN EJE X', 'ERROR')
end

Fig. 3.26 Movimiento en eje X negativo
Si se presiona la tecla D (Movimiento eje X positivo) y luego “enter”:

Se evalua si el contador de movimientos en el eje X: i, esta dentro del rango de
movimiento permitido, es decir menor que el valor de la variable muestras_i, y
mayor que cero. Si esto se cumple, se envia a través del puerto serial la letra
“D” y se aumenta en 1 el valor del contador i, sino se muestra un mensaje de

error (Ver figura 3.27).

%% MOVIMIEHTD EJE X POSITIVD :

iff i1 <= (mwuestras i -1))&&(1i > 0O)
D - mm) | \validacion del valor del contador “i”

 F N N S U S —
datos = 'D'; , , .
senddatafdatos,s;l; = roncTion fAraares| Envio de laletra “D” via puerto serial
else
wsghox (' HOVIMIENTO NO PERMITIDO : FUERAL DE RENGOD', 'ERROR EN EJE X', 'ERROR']
end

Fig. 3.27 Movimiento en eje X positivo

Si se presiona la tecla W (Movimiento eje Y positivo) y luego “enter”:

Se evalua si el contador de movimientos en el eje Y: j, esta dentro del rango de
movimiento permitido, es decir menor o igual que el valor de la variable
muestras_j, y mayor o igual que 2. Si esto se cumple, se envia a través del
puerto serial la letra “W” y se disminuye en 1 el valor del contador j, sino se

muestra un mensaje de error (Ver figura 3.28).
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%% MOVIMIEHNTO EJE ¥ POSITIVO :
iff(] == 2] && 17 <= muestras jl . .,
1= 33 - =) \/alidacion del valor del contador

datos = 'W'; . AYYZANT
'.H FoncTIon Fasetiaq  Enviodelaletra “W” via puerto

el=se
msghox (' MOWIMIENTC WO PEEMITIDO : FUERA DE RANGD', 'ERROE EN EJE ¥', 'ERROR')

end

usn
|

Fig. 3.28 Movimiento en eje Y positivo

Si se presiona la tecla S (Movimiento eje Y negativo) y luego “enter”:

o Se evalua si el contador de movimientos en el eje Y: j, esta dentro del rango de

movimiento permitido, es decir menor o igual que el valor de la variable
muestras_j menos 1, y mayor o igual que 0. Si esto se cumple, se envia a
través del puerto serial la letra “S” y se aumenta en 1 el valor del contador j,

sino se muestra un mensaje de error (Ver figura 3.29).

%% MOVIMIENTD EJE ¥ HEGATIVOD :

if (] <= (wuestras j -1))&&(j > 0O} . ., .
Gogeay =) | validacién del valor del contador “i”

LSRR ﬁ io de la letra “S” vi ial
senddataidatos,s); % FUNCTION HHEHHETHH Envio de la letra ”S” via puerto seria
else

msgbox (' MOVIMIENTO NC PERMITIDCO : FUERAR DE RAWGDS', 'ERRCE EMN EJE Y', 'ERRCE')

end
Fig. 3.29 Movimiento en eje Y negativo
Si se presiona la tecla U (Movimiento eje Z positivo) y luego “enter”;

o Simplemente se envia la letra “U” a través del puerto serial y se aumenta el

contador k en 1 (Ver figura 3.30).
Si se presiona la tecla J (Movimiento eje Z positivo) y luego “enter”:

o Simplemente se envia la letra “J” a través del puerto serial y se disminuye el

contador k en 1 (Ver figura 3.30).
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elseif wmodo manual == '
%% MOVIMIEHTO EJE Z POSIT:IO

T

senddata (datos, s) J
IJI

kEk=k + 1;
Z HEGAT]

2lseif modo manual ==

datos =

Envio de “U” y
aumento del contador

% MOVIMIEHNTOD EJE
YT

senddatadatos, s)
k =k — 1:

I aun
etem = Enviode “)"y

decremento del contador

Fig. 3.30 Movimiento en eje Z negativo y Positivo
Si se presiona la tecla C (captura de imagen) y luego “enter”:

o Como la camara ya esta configurada se procede a la captura de la imagen, esta
se procesa para quitar el efecto de la luz ambiental y se guarda con un nombre
concatenado solo para las imagenes del modo manual, para ello previamente
se ha aumentado en 1 el valor de la variable im que me indica cuantas
imagenes en este modo se han tomado. Luego se analiza la imagen con el
algoritmo de evaluacién de foco y como mensaje se envia el valor de foco que

se obtiene y una visualizacién de la imagen capturada (Ver figura 3.31).

elseif modo manual == 'C!
%% CAPTURA DE IMAGEH
Y pause (3]

Capturay

Procesamiento

I I=getsnapshot (vid) ;

| =

img = yoeberz2rgh i I) .
im = im + 1; de la imagen Asignacién
%% guardar imagen de nhombre
tile=strcat (' image modo_manual' ,numZstr (im) ) ;
file=strcat(file,'.jpg'): - concatenado
Mostrar imwrite (img,file, 'guality' ,100) 2 ala imagen
imagen - imshow [ img) ; |
(S LEE0Cg
capturada I2= rgbhZgravi(I):
[EW, thresh,ogr,gh] = edge (I2, 'sokhel'); Andlisis de
gwl=abs (gv] ; -
cv2=abs (gh) : enfoque de
Mensaje que Mfoco=plus(gvl,ogvz); %2suma de lazs dosfmatriced la imagen
muestra el Vioco=sum(Mfocol:y]: % suma de todos Bos valores de la matriz

- s]e_foco = stroat ('EL VALOR DE FOCO DE LA IMAGEN ES @', numzstr (WLoco)) ;I
y ANWAL T LA T TULL AR LE ] 7

valor de foco

Fig. 3.31 Captura de imagen por instruccion: “C”
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CAPITULO 4
EVALUACIONES Y RESULTADOS

En el presente capitulo se muestran las pruebas hechas al algoritmo realizado y como
responde a las diversas pruebas a las que se le ha sometido. Basicamente lo que se
busca analizar es el tiempo de respuesta del software y como este maneja el
desplazamiento correcto a través del plano XY y el autoenfoque que realiza para la
busqueda de imagenes claras. Asimismo, se evallua la capacidad de almacenamiento
que tiene y el orden para manejar los subsistemas (camara, motores y software de

analisis de foco) en el modo automatico.

4.1 Tiempo de Operacién del sistema y Cantidad e imagenes fallidas segun los

parametros: Tolerancia y Limitador.

En el capitulo 3 se explicé claramente que parametros regian el movimiento a través
del eje Z para la busqueda de una imagen clara. Estos parametros eran: tolerancia y
limitador. El primero indicaba el rango en el que se consideraba, a partir del valor de
foco de referencia, si una imagen era valida o no, es decir, si el valor de foco era lo

suficientemente alto para tener una imagen nitida. El segundo parametro limitaba la

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP ' 2] gz_lr\ésﬁgfm

DEL PERU

cantidad maxima de movimientos en el eje Z para la busqueda de una imagen

correctamente enfocada.

En base a ello se realizan las siguientes pruebas, pues se varian la tolerancia y el

limitador par ver el tiempo de operacion del sistema.

Para cada caso, se analizan 40 campos en la muestra, tomando en cuenta un valor de
referencia de foco igual a 1650 (sin unidades, segun tamafno de imagen, en este
contexto: 640x480 pixeles, un valor de foco de 1650 indica una imagen clara ), en base
a ello se varian la tolerancia y el limitador de movimientos verticales: el tiempo se toma
partir de la adquisicion de la primera imagen hasta el momento en que aparece el

mensaje de “operacion finalizada”. (Ver Tabla. 4.1)

Tabla 4.1 Tiempo de analisis (en minutos y segundos) de 40 muestras con valores variables de

Tolerancia y Limitador.

TOLERANCIA
50 75 100 125 150
10 02:01 02:04 01:58 01:54 01:51
15 01:58 02:00 01:55 01-50 01:49
LIMITADOR 20 01:58 01:59 01:46 01:46 01:47
25 01:57 01:49 01:48 01:47 01:48
30 01:54 01:48 01:45 01:47 01:46

Como se ve en la Tabla 4.1, cuando la tolerancia es pequefia el tiempo se incrementa
pues, es dificil encontrar una imagen correctamente enfocada, eso se puede dar
porque el sistema realiza todos los movimientos verticales permitidos y no encuentra
una imagen clara, alli es donde se pierde tiempo. Eso ocurre cuando la tolerancia es
50 y 75, sin embargo cuando la tolerancia es 100 o mayor, el tiempo de andlisis se
reduce haciendo el proceso mas eficiente. El cuadro rojo dentro de la tabla indica los
mejores tiempos que se pueden lograr; esto se da cuando el limitador tiene un valor
entre 20 y 30 y la tolerancia esta entre 100 y 150. Es necesario resaltar que es casi
imperceptible para el operario la variacién de un valor de foco de 50 por lo que si se
tiene una imagen de valor de foco 1650 y otro de 1600, la variacion de claridad no sera

notada; lo mismo sucede con los valores de tolerancia de 75 y 100, pero si se tiene una
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variacion de valor de foco de mayor a 100, la claridad de la imagen si se ve

ligeramente menguada. (Ver Figuras 4.1, 4.2y 4.3)

Fig. 4.3 Imagen con valor de foco: 1852.37
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Asimismo se contabilizan la cantidad de imagenes fallidas en cada 40 muestras, ya que
puede darse el caso de que debido a que se requiere un alto valor de precision de
valor de foco (valor pequefio de tolerancia), el limitador no sea lo suficientemente alto
para dejar realizar la cantidad necesaria de movimientos para un enfoque correcto.
(Ver Tabla 4.2)

Tabla 4.2 Numero de imagenes fallidas en 40 muestras con valores variables de Tolerancia y

Limitador
TOLERANCIA
50 75 100 125 150
10 11 8 4 1 1
15 9 6 3 4 S
LIMITADOR 20 5 2 1 0 0
25 3 1 0 0 0
30 2 0 0 0 0

Como se observa en la tabla 4.2, cuando se tienen valores de tolerancia y de limitador
pequenos, es mas probable obtener imagenes fallidas ya que el sistema buscara una
imagen muy cercana a la de referencia pero con un numero muy limitado de
movimientos. Por otra parte, si se tienen valores de tolerancia y limitador altos, el
sistema no encuentra errores de imagen. Sin embargo es necesario tener en cuenta
que a mayor tolerancia, se permite la captura de imagenes no tan claras, entonces, es
necesario encontrar un punto de equilibrio que permita tener imagenes suficientemente
claras bajo un tiempo de analisis aceptable. Segun las tablas 4.1 y 4.2 el valor de
tolerancia 100 y el valor de limitador 25 permiten tener imagenes claras, sin riesgo a
imagenes fallidas, bajo un tiempo de 01:46 minutos para 40 muestras analizadas, es
decir, si se realiza una prueba para lograr el analisis de 300 muestras (nUmero maximo
de muestras que puede analizar el sistema) esto tomara un tiempo promedio de 13:15

minutos.

En conclusion, segun las pruebas realizadas, los valores 6ptimos de tolerancia y
limitador son 100 y 25 respectivamente. Estos valores permiten un correcto enfoque en

un tiempo tolerante, como se explicara mas adelante.
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4.2 Valores de Foco promedio por Cantidad de Muestras Totales

Se procede a analizar procesos integrales (Tolerancia: 100, limitador: 25), es decir
procesos que implican 100, 200 y 300 campos, segun ello se ven los valores de foco
promedios por campo. Esto permite ver cuan eficiente es el sistema para encontrar
imagenes correctamente enfocadas y cuanto tiempo toma un proceso completo, segun
la cantidad de campos que se quiera analizar en ambos ejes: X e Y, cabe recordar que
estos valores son ingresados por el usuario con una maximo de 10 campos en eje Y, y

30eneleje.

Analisis de 100 Campos (10 en eje X y 10 en eje Y, Tolerancia = 100 , limitador =
25)

8
I.é
5
8
Posicién dentro de la muestra
Figura 4.5 Valores de foco por posicién en la
_ o= A M o~ _ 1
muestrd (1UU Lampos)
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Posicidn dentro de la muestra
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Analisis de 200 Campos (20 en eje X y 10 en eje Y, Tolerancia = 100, limitador =

25)
Figura 4.6 Valores de foco por posicidon en la
muestra (200 Campos)
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Analisis de 300 Campos (30 en eje X y 10 en eje Y, Tolerancia = 100 , limitador =

25)
Figura 4.8 Valores de foco por posicion en la
muestra (300 Campos)
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Figura 4.9 Valores de foco por posiciéon en la
muestra (300 Campos)
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Entonces, en todas las graficas se verifica el correcto enfoque y la generacion de
imagenes claras, ello quiere decir que el programa realiza la operacion de enfoque de

manera correcta cumpliendo con los parametros de Tolerancia y Limitador.
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En conclusion, se puede decir que el resultado de las evaluaciones verifican el correcto
funcionamiento del algoritmo implementado, cumpliendo con los margenes de claridad
deseadas. Los valores de foco indican la claridad de la imagen, bajo esa premisa se
verifica que en todas las pruebas realizadas se obtuvieron valores de foco que
oscilaban entre 1550.12 a 1790.23 segun un punto de referencia de de 1650, lo que

implica una nitidez alta de las imagenes en toda la muestra.

A continuacion, se muestran parte de las imagenes obtenidas de una muestra

analizada:
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CONCLUSIONES:

* Un Valor de foco implica un nimero adimensional, que describe la claridad de
la imagen, segun la seccién 4.1 un valor de foco aceptable para una imagen de
640 x480 pixeles varia entre 1580 y 1790. Bajo esos conceptos, se puede decir
que se logro el enfoque del 95% de las imagenes tomando un margen de error
de enfoque (Tolerancia) de 100. Lo que implica un grado aceptable de claridad

de la imagen teniendo en cuenta que el valor de foco promedio es de 1680.

» ElI movimiento a través del plano XY se realiza correctamente, (concatenando
movimientos en Xy en Y), en el caso mas critico, con 30 campos en el eje X y

10 en el eje Y, lo que implica 300 campos analizados.

» El tiempo de analisis promedio es de 40 imagenes en 1 minuto y 46 segundos,
lo que hace un promedio general de 13 minutos y 15 segundos, por cada 300
campos. Un tiempo aceptable con respecto al usado por un operador en el area
de baciloscopia de un hospital convencional (20 minutos para 300 campos

analizados).

A continuacién, se muestran los posibles alcances que tendria la insercién del sistema

en un area de trabajo convencional:

+ El sistema permitira una reduccion en el tiempo que toma el barrido de las
muestras mediante un proceso convencional realizado por el operador (técnico)
del microscopio. Esto permite que el operador aproveche dicho tiempo para

realizar tareas de mayor complejidad.

* La reduccién de tiempo implica un rapido diagnostico, lo que conllevaria a una
eficiente atencion del paciente y a la pronta toma de medidas respecto a su

enfermedad.
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+ La implementacion del modo manual del sistema permite tener una posible

aplicacion en telemedicina debido a que el usuario puede controlar el

microscopio mediante el interfaz dentro de la computadora.
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RECOMENDACIONES:

e El sistema tendria una mayor eficiencia si se trabajara con un microscopio
trinocular, ya que la adaptacién de una camara seria mas facil, permitiendo una
mayor precision en la adaptacion mecanica, una mejor calidad de imagen y una

menor exigencia en el proceso de enfoque.

e El sistema puede ser implementado en otro software, mediante otro sistema
operativo que permita el uso de programas de licencia libre como LINUX®, debido
a que el uso del software Matlab® y los Toolbox correspondientes implica un gasto

extra.
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