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Resumen
En 2013, nueve millones de personas enfermaron de
tuberculosis y 1,5 millones murieron por esta causa. Una de la
grandes barreras para la erradicacion de la enfermedad es la
falta de personal cualificado que pueda analizar por
microscopia oOptica las muestras de los pacientes. En estas
situaciones la telemedicina y, en concreto, la telefonia movil se
presenta como una solucion atractiva.

El objetivo de esta investigacion es evaluar y validar
metodologias de digitalizacion de muestras de esputo utilizando
smartphones. Para ello se analizan diferentes adaptadores
movil-microscopio que permiten alinear ambos elementos y se
elabora un protocolo de digitalizacion. El protocolo se crea en
base a una evaluacion de los parametros determinantes en la
digitalizacion, los dispositivos moviles y las especificaciones de
la camara. Esta investigacion concluye que es viable la
adquisicién de imagenes de esputo, validas para el diagnéstico
de la tuberculosis, utilizando smartphones y adaptadores
impresos en 3D por menos de un euro.

Este sistema puede integrarse con plataformas como TuberSpot
que permiten el andlisis online de las muestras utilizando
inteligencia colectiva y gamificacion.

1. Introduccién

La tuberculosis (TB) es una enfermedad prevenible y
tratable, reconocida por la Organizacién Mundial de la
Salud como la segunda causa mundial de mortalidad
causada por un agente infeccioso. En 2013, nueve
millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1,5
millones murieron por esta causa [1]. El diagnéstico de la
tuberculosis en muchos de los paises en vias de desarrollo
esta restringido al andlisis de muestras de esputo a través
del microscopio. Las muestras deben ser previamente
teflidas con una de las dos tinciones aprobadas
internacionalmente, Ziehl-Neelsen o el procedimiento con
fluorocromo auramina-O que se utiliza con microscopia
de fluorescencia. El objetivo del analisis microscopico es
la identificacion y cuantificacion de  bacilos
Mycobacterium Tuberculosis, un proceso que puede
llevar hasta 20 minutos a un técnico microscopista. Hoy
en dia no hay suficientes especialistas en aquellas
comunidades con mayor prevalencia de la enfermedad. A
esto hay que sumar, la variabilidad del técnico debida a la
fatiga que genera estar largos periodos de tiempo frente al
microscopio.

Por otro lado, la usabilidad de los smartphones y sus
precios cada vez mas econémicos han permitido su
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expansion geografica. Actualmente existen seis mil
millones de lineas de teléfono, el 70% de ellas en paises
en vias de desarrollo. Las mejoras en las camaras de los
smartphones, la capacidad de registro de datos y la
conexion a redes inaldmbricas hacen de la telefonia un
moévil un potencial interesante para la adquisicion vy
transmision de imégenes de microscopia.

2. Objetivos

El objetivo de esta investigacion es el disefio e
implementacion de un sistema de adquisicién de
imagenes de microscopia o6ptica basado en telefonia
movil. Los pardmetros del sistema a analizar y validar son
la forma de alinear el mdvil al ocular del microscopio, la
capacidad de los dispositivos moviles para adquirir
imagenes de esputo Utiles en el diagnostico de la
tuberculosis y, los pardmetros de la cdmara mdvil y las
técnicas basicas de postprocesado de imagenes que
representan con mayor fidelidad lo observado a través del
microscopio. A pesar de que el diagnéstico con auramina-
O permite un cribado mas rapido de las muestras, se
aplicardn estos estudios a muestras con tinciéon Ziehl-
Neelsen por su mayor especificidad en los resultados.

El sistema debe poder integrarse con TuberSpot [2], un
sistema basado en inteligencia colectiva y gamificacion
para el analisis de imagenes. Mediante juegos online,
voluntarios no pertenecientes al campo médico analizan
muestras digitalizadas. Utilizando inteligencia artificial se
combinan los resultados obtenidos por distintos jugadores
sobre una imagen para obtener un resultado de fiabilidad
equivalente a la de un técnico microscopista.

3. Materiales y métodos
3.1. Adaptadores movil-microscopio

Los adaptadores movil-microscopio son  soportes
mecanicos que permiten fijar y alinear un teléfono movil
al ocular de un microscopio. Actualmente se
comercializan varias modelos cuyo precio oscila entre 60
y 100€. A lo largo de esta investigacion se han utilizado y
comparado dos de ellos, Digiscoping [3] y Magnifi [4], y
se han impreso otros dos adaptadores en 3D.

Digiscoping (ver Figura 1) puede utilizarse con una gran
variedad de teléfonos y microscopios. Su uso obliga a
ajustar mecanicamente la posicion del movil con respecto
al microscopio para poder visualizar correctamente todo
el campo de vision.
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Los adaptadores Magnifi (ver Figura 2), sin embargo,
poseen las dimensiones especificas para un modelo de
iPhone. A pesar de su menor versatilidad, esto les permite
enganchar directamente el teléfono al adaptador sin
necesidad de ajuste mecéanico.

Figura 2. Adaptador Magnifi

Los adaptadores impresos en 3D presentan una diferencia
fundamental frente al resto de adaptadores, su bajo coste
de produccién. Para este proyecto se han impreso dos
adaptadores. El primero de ellos es universal en cuanto a
que su disefio tan versatil como Digiscoping, y el segundo
es un adaptador especifico para el moévil Sony Xperia Z2
y para el microscopio Zeiss, modelo AX05COP2. Ambos
disefios se han adquirido en Thingiverse [5], un
repositorio online de disefios digitales tridimensionales, y
se han modificado con Blender, un software libre y
gratuito. La impresion 3D se ha realizado con PLA
(poliacido lactico) en las impresoras Withox de BQ y
Prusa i3 de RepRap respectivamente, en un tiempo entre
4y 5 horas cada una de ellas (ver Figura 3 'y 4). El coste
de impresion, asociado al consumo de material, de cada
uno de estos adaptadores es inferior a un euro.

Figura 4. Adaptador impreso en 3D, especifico para Sony
Xperia Z2 y microscopio Zeiss AXO5COP2

3.2.  App ‘Microscope’

Para el proceso de digitalizacién se ha disefiado
Microscope, una aplicacion Android que permite
digitalizar imagenes, asociarlas al perfil de un paciente y
enviarlas al servidor en red. La aplicaciéon cumple los
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requisitos de anonimizacion y privacidad de datos del
paciente. Microscope estd pensada para ser usada por
personal no cualificado en aspectos médicos, su disefio es
sencillo y orientado a la usabilidad.

Malaria Microscope
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Figura 5.Screenshot de Microscope correspondiente al perfil de
un paciente, contiene el identificador publico, el identificador
codificado y dos muestras digitalizadas que ya han sido
enviadas a TuberSpot y estan pendientes de ser analizadas.

3.3.  Protocolo de digitalizacion

Distintos  estudios  demuestran la  validez  del
telediagnostico a través de muestras digitalizadas con
camaras fijas cuando se comparan con el diagnostico
convencional [6]. Sin embargo, no existen estudios acerca
de la validez y viabilidad del diagndstico usando
imagenes de microscopia adquiridas con un smartphone.
Para su evaluacion, asi como para optimizar el proceso de
adquisicion de imagenes se ha realizado un estudio
consistente en wuna fase de digitalizacion y un
cuestionario. En la fase de digitalizacion se adquirieron
mas de 200 imagenes de multiples muestras que en
conjunto representan todas las posibles gradaciones de
bacilos (negativo, scanty, +1, +2, +3) [7]. En esta fase se
recogieron observaciones de los especialistas que han
contribuido a la extraccion y ratificacion de las
conclusiones del cuestionario.

El cuestionario estd formado por 12 preguntas, para el
cual se ha utilizado una seleccion de 35 iméagenes. Todas
las imagenes estan realizadas sobre el mismo campo de
una muestra +3 (muestra con mas de diez bacilos por
campo). En cada pregunta se incorporan varias imagenes,
cada individuo debe elegir la imagen en la que se
considera que seria mas sencillo y preciso la deteccion de
bacilos. Las imagenes de cada pregunta estan adquiridas
modificando un Unico pardmetro de la camara y
manteniendo el resto de pardmetros en valores estandar.
Los parametros que se han valorado han sido: teléfono
movil, resolucion, aumentos del zoom, tipo de zoom,
balance de blancos, brillo, contraste, compensaciéon de
exposicion, tipo de enfoque, 1SO, iluminacién de la sala 'y
técnicas de suavizado.

El cuestionario ha sido completado por ocho especialistas

del Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico San
Carlos y del Programa Apopo.
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Como ejemplo, en la Figura 6 se visualizan las iméagenes
utilizadas en una pregunta del cuestionario.

Fig

4.

ura 6. (De arriba hacia abajo y de izquierda a derecha)
Imagen con valor de balance de blancos: 0.3, 0.7, 1

Resultados

A pesar del reducido nimero de participantes las
respuestas guardan una gran unanimidad que ha permitido

llegar

a las siguientes afirmaciones:

existen dispositivos que adquieren con mayor
fidelidad que otros. Entre los analizados de las
marcas Samsung, Sony y Nexus el que obtiene
resultados considerablemente mejores en el Sony
Xperia Z2.

las lentes de los smartphones no estan
optimizadas para la digitalizacion a 1 cm de
distancia del motivo (distancia a la que se sitla
el movil del ocular del microscopio). En las
imagenes obtenidas hay un ligero desenfoque
que aumenta en los bordes del campo de vision.
la resolucién de los teléfonos mdviles actuales es
muy superior a la necesaria para la identificacion
de microorganismos.

el zoom digital de la camara es util para la
identificacion de microorganismos y preferible al
zoom de los visualizadores de imagenes.

el formato de fichero .jpeg frente al formato .png
comprime de tal manera la imagen que repercute
en la identificacion de microorganismos.

la identificacion de bacilos en imagenes de
esputo se puede optimizar aumentando el
contraste, el brillo y/o el balance de blancos.
Estos cambios también se pueden realizar en la
adquisiciéon o como postprocesado de la imagen.

Los datos mas representativos en los que se apoyan estas
conclusiones se representan en las Figuras 6, 7, 8 y 9. El

conju
1.

nto restante de datos se puede encontrar en la Tabla
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Figura 7. Distribucion de las respuestas en cuanto al
dispositivo de adquisicién
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Figura 8. Distribucion de las respuestas en cuanto a los
aumentos del zoom
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Figura 9. Distribucion de las respuestas en cuanto al valor de

la compensacion de exposicion.
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Figura 10. Distribucion de las respuestas en cuanto al uso de

técnicas de postprocesado de imagen
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. Zoom Balance Exposicion minima Cont_raste/
Resolucién Enfoque I1ISO . . Luz sala L Brillo/
(dispositivo) blancos (forma de obtencion) Saturacion
NS/NC: 30% NS/NC:  NS/NC: 75% 95 mm _ Auto: NS/NC: Comp. Exp_0.3_app NS/NC: 75%
63% Xperia: 100%  75% 63% FV5: 100%
2.1 MPx: 10% Auto: 800: 12.5% x4_ Slll: 0% Bombilla:  Encendida: Comp. Exp_ -1 _ app +4:25%
25% 12.5% 37% Camara: 0%
3.1 MPx: 20% Manual:  3200: 12.5% 75%_Galeria NS/NC: Apagada: Apert. +2: 0%
12% Windows: 0%  12.5% 0% Obturador_corto_app
FV5: 0%
8 MPx: 20% Infinito:  Alta NS/NC: 0%
0% sensibilidad: 0%

20.7 MPx: 20%

Tabla 1. Resultados cuestionario

En base a estos resultados se ha formalizado un protocolo
de digitalizacion. Este protocolo ha sido utilizado en la
creacién del primer repositorio de imégenes de muestras
reales de esputo adquiridas con telefonia movil. El
repositorio contiene 100 imagenes correspondientes a 20
muestras que en conjunto representan todas las posibles
gradaciones de bacilos. Treinta y cinco imagenes de este
conjunto se han introducido en el juego TuberSpot, donde
ya han sido analizadas por méas de 1000 jugadores
diferentes.

Adicionalmente, en junio de 2015 se ha validado el
sistema de adquisicién en una prueba sobre el terreno en
un centro de salud de Mozambique. En esta prueba sobre
el terreno se adquirieron 53 imagenes con el adaptador
Digiscoping y con el teléfono movil Sony Xperia Z2.

5. Conclusiones

A pesar de existir ligeras diferencias entre una muestra
digitalizada con el teléfono mdvil y la misma muestra
observada a través del microscopio, es posible adquirir
imagenes de microscopia de muestras de esputo con un
adaptador movil-microscopio y un smartphone, sin
necesidad de conocimientos técnicos. El sistema
propuesto tiene un coste minimo en comparacién con
otras camaras usadas especificamente en este contexto y
posee una calidad de imagen suficiente para identificar y
cuantificar M. tuberculosis en las imagenes.

Es importante resaltar que las muestras cuya extension no
es lo suficiente fina pueden poseer zonas desenfocadas ya
que no es posible enfocar al mismo tiempo todas las
profundidades. En esta linea, seria interesante automatizar
un desplazamiento vertical de la platina, digitalizar a
diferentes niveles de Z y fusionar las diferentes imagenes
[8]. Otro trabajo a plantear es pasar de la digitalizacion de
campos individuales de la muestra a la digitalizacion
automdtica de toda la muestra, crear el llamado ‘whole
slide image’ (WSI). Hoy en dia, existen tecnologias que
lo implementan el WSI, sin embargo, su coste aun es
elevado. Por Ultimo, otro paso interesante seria
intercambiar el microscopio por tecnologias méas baratas,
compactas, ligeras y sencillas de usar que también
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adquieran imagenes lo suficientemente precisas para
generar resultados Utiles en el campo de la salud. Algunas
de las tecnologias emergentes en este campo son
Foldscope [9], las lentes PDMS[10] o Keeploop. Hoy por
hoy, estas tecnologias no se pueden incorporar al
diagndstico de la TB ya que no poseen los aumentos
necesarios o porque la proporcién del campo de visién
que se encuentra enfocada es muy reducida.
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