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Esquemas de Tratamiento anti-Tuberculosis en 
el Perú
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Casos XDRTB XDR en el Perú Casos XDR
PERU. 1999‐2008

190 casos

Fuente: ESN PCT

Octubre 2008



Requerimiento urgente:Requerimiento urgente:

‐Diagnóstico MDR 
susceptibilidad rápidas

d‐Inicio temprano de un 
tratamiento oportunotratamiento oportuno



Mycobacterium forma cordones en cultivos líquidos
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MODS



Crecimiento de colonias de M. Tuberculosis en un 
cultivo MODS por 72 horas p

(campos tomados cada 15 minutos)
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VSVS
Desventajas

VSVS
VentajasVentajas j

 i i

VentajasVentajas

 Menor tiempo (7–13)  Reconocimiento 
Especializado.

 Microscopio Invertido
 Menor costo (< $1)

 Microscopio Invertido
($5000‐8000)



Microscopio invertido “alternativo”Microscopio invertido  alternativo



Modelo Artesanal  
Microscopio Invertido
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Microscopio de Radio Sharp 
costo s/40.00 aprox.

Se tuvo que Se tuvo que 
descartar su usodescartar su usodescartar  su uso descartar  su uso 

pues a los 2 pues a los 2 
meses de trabajo meses de trabajo 

ttpresento presento 
inconvenientes inconvenientes 
de conservación.de conservación.



Adquisición de ImágenesAdquisición de Imágenes

Para la adquisición de las imágenes se utilizó una cámara 
digital marca Genius DV 600 provista de un sensor tipo CMOS 
con un máximo de resolución en fotografía de 3 3 Mega píxelcon un máximo de resolución en fotografía de 3.3 Mega píxel. 

Propiedades: Adquisicion de imágenes en modo cámara 
digital salida de video modo web cam tarjeta de memoriadigital, salida de video, modo web cam, tarjeta de memoria .



Construccion del ModeloConstruccion del Modelo



Prototipo final de un microscopio 
invertido digital de bajo costoinvertido digital de bajo costo
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PLoS ONE



Cultivo MODS:M tuberculosisCultivo MODS: M. tuberculosis
• Fotografia 10x‐5diasFotografia 10x 5dias



Reconocimiento de PatronesReconocimiento de Patrones
SELECCION INICIALSELECCION INICIAL

TAMAÑO

1. Comas

2. Cordones

3. Conglomerados       g



Caracteristicas ‐ Cordones

 Puntiagudos> En los extremos (Delgados).

 Longitud> Aproximada.

 Espesor 

 Birrefringencia > Desdoblamiento de un rayo 
luminoso. Puntos de mayor claridad en suluminoso. Puntos de mayor claridad en su 
interior. 

 Forma > Sinuosa.



ProcesosProcesos 
por Automatizarp

Tratamiento de ImagenTratamiento de Imagen

Reconocimiento de Patrones



Proceso 1
 Tratamiento de Imagen Tratamiento de Imagen

P li j t l I J ft libProceso a relizar semejante al Image J  software libre 



Seleccion Inicial TamañoSeleccion Inicial ‐ Tamaño
Algoritmo de Encapsulamiento (3‐55 segundos) soloAlgoritmo de Encapsulamiento (3‐55 segundos), solo 
cordones.



Caracteristicas ‐ Cordones
 Punta> En los extremos.

 Tamaño> Aproximada.

 Bi‐refringencia > Puntos de mayor 
claridad en su interior.claridad en su interior. 

 Espesor Espesor

 Forma > Sinuosa.



PreeliminaresPreeliminares
Esqueleto de una Figura

• Es importante para el 
estudio de cadaestudio de cada 
bacteria encontrar el 
esqueleto linea queesqueleto, linea que 
represente mejor la 
forma de la bacteriaforma de la bacteria.



Caracteristicas CordonesCaracteristicas ‐ Cordones

Punta> En los extremosPunta> En los extremos 
puntiagudo.
Para   hallar el o los puntos con 
mayor probabilidad donde 
encontraremos una punta en una 
bacteria necesitamos conocer su 
borde.



Algoritmo de bordeAlgoritmo de borde

Procedimientos de recorrido con dirección. Procedimientos de recorrido con dirección. 

VectorVector 
Borde



lAlgoritmo Puntas
d d ó1. Criterio de dirección –

Selección Gruesa 
d di d d l fidependiendo de la figura 



lAlgoritmo Puntas
2.Convergencia –

Movimiento por criterio deMovimiento por criterio  de 
distancias minimas.

(Idea tomada del algoritmo de Puntos Interiores para(Idea tomada del algoritmo de Puntos Interiores para 
optimizacion de funciones)



lAlgoritmo Puntas
d d3.Convexidad –

Principio ”Toda Punta es el sentidoPrincipio  Toda Punta es el sentido 
de barrido convexa”



Algoritmo PuntasAlgoritmo Puntas

l4. Distancia entre pixeles ‐

Puntas no son gruesasPuntas no son gruesas 

Distancias en el sentido de barrido menores a una 
vallavalla    

Analisis  Estadistico (n=80) 

sensibilidad 0 9

Promedio de las distancias                        Desviación Estandar   

15 pixeles
sensibilidad 0 96666667sensibilidad 0.9

% agreemen especificidad 0.88888889
0.897435897 Val. Pred. + 0.96428571

Val Pred - 0 72727273

sensibilidad 0.96666667
% agreemen especificidad 0.94444444
0.961538462 Val. Pred. + 0.98305085

V l P d 0 89473684Val. Pred. 0.72727273 Val. Pred. - 0.89473684



lAlgoritmo Puntas
d d ó1. Criterio de dirección.

2. Convergencia.2. Convergencia.

3. Convexidad.

4. Distancia y desviación estándar 
entre pixeles. p

Al final del recorrido he podido identificar las puntas con 
un porcentaje de acierto de mas de 89%



Caracteristicas CordonesCaracteristicas ‐ Cordones

• Longitud.
Con un patron de medidas reales ya 
teniendo el esqueleto se puede establecer 
la medida de cada pixel dependiendo de la 

i i l tposicion en la que se encuentre.

Solo tenemos que medir el esqueleto 
principal.

A mejor esqueleto mejor aprox. longitud



Caracteristicas CordonesCaracteristicas ‐ Cordones

• Birrefringencia• Birrefringencia.
Con el esqueleto hemos segmentado 
l b t i d t iba la bacteria en dos partes arriba y 

abajo, trazando rectas 
perpendiculares a cada sector de laperpendiculares a cada sector de la 
bacteria podemos mediante un 
estudio del color saber se posee estudio del color saber se posee
birrefringencia.

Mejor esqueleto, vectores de arriba y 
abajo, mejores lineas.abajo, mejores lineas.



Caracteristicas ‐ Cordones

• Espesor.
Del algoritmo del esqueletoDel algoritmo del esqueleto 
encontramos el espesor que nos 
dira que tan confiable es eldira que tan confiable es el 
esqueleto, pues a un espesor 
moderado , la bacteria sera masmoderado , la bacteria sera mas 
lineal.



Caracteristicas ‐ Cordones

• Forma.
Un buen esqueleto nos brindara laUn buen esqueleto nos brindara la 
forma de la figura estudiandolo con 
algoritmos de interpolación dealgoritmos de interpolación de 
datos (spline cúbicos ).



Training y Testing Set (1500 
imágenes c/u)

A li• Analizamos :     
M tuberculosis Vs ( DetritusM. tuberculosis  Vs ( Detritus, 

sedimento, otras micobacterias)

•• Sensibilidad: 99.7Sensibilidad: 99.7Sensibilidad: 99.7Sensibilidad: 99.7
•• Especificidad: 99.4Especificidad: 99.4

• Indice de Youden: 0 984• Indice de Youden: 0.984



Reacciones cruzadas con otrasReacciones cruzadas con otras 
mycobacteriasy



M KansasiiM. Kansasii



M AviumM. Avium



M ChelonaeM. Chelonae



Reacciones CruzadasReacciones Cruzadas

BacteriaBacteria EspecificidadEspecificidad

AviumAvium 97.0697.06
ChelonaeChelonae 99.1499.14
K iK i 93 7593 75KansasiKansasi 93.7593.75

SedimentoSedimento 98.2598.25
TBC estructuras TBC estructuras 

nono--cordonescordones
97.8997.89

nono--cordonescordones
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Lector de placas remotop
No se necesita microscopio invertido

Sin embargo

Se necesita una 
computadora 
poderosa mas

1. si el resultado es en duda

2. durante el periodo de capacitación

3 t ti

poderosa mas 
software para 
hacer cualquier 
análisis 

t áti3. para automatizar

Se transmiten por internet las imágenes de MODS capturados por 
el webcam al servidor remoto La centralización del análisis supera

automático

I i d l áli i t

el webcam al servidor remoto. La centralización del análisis supera 
la necesidad de computación poderosa - luego de hacer el análisis 
se devuelve el resultado como mensaje de texto.

Imagen enviado para el análisis remoto

R lt d d ltResultado devuelto
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Cluster computacional para el 
reconocimiento de patrones y diagnósticoreconocimiento de patrones y diagnóstico 

remoto

49



50





Máquina automática lectora de placas MODS

X
Fuente de luz

X

Placa MODS

Y

Placa MODS

PC de control
Interface 
controladora

Microscopio

Z Digitalizador de 
imagenimagen



Prototipo del ´MODS plate reader´
automático

53



54



55



Equipo de trabajo
MICROBIOLOGÍA 

(Lab Tuberculosis LID‐UPCH)
SOFTWARE DE DIAGNÓSTICO
• Kathy Alva (U Bioinfo UPCH) (Lab. Tuberculosis LID UPCH)

• Jorge Coronel

• Giannina Luna

i i

• Kathy Alva  (U.Bioinfo UPCH)

• Fredy Aquino  (U. Bioinfo UPCH)

• Carlos Olivares  (U. Bioinfo UPCH)

d é ( f ) • Patricia Fuentes

• David Moore

• Patricia Sheen

• Andrés Gutierrez  (U. Bioinfo UPCH)

• Mirko Zimic  (U. Bioinfo UPCH)

ÓPTICA/ELECTRÓNICA

• Robert Gilman• Abner Velazco  (Dpto. Física UNI)

• Daniel Mendoza  (Dpto. Física UNI)

• Germán Comina  (Dpto. Física UNI)

• Mirko Zimic  (U. Bioinfo UPCH)

SISTEMA COMPUTACIONAL

. Carlos Olivares  (U. Bioinfo UPCH)

. Willy Evangelista  (U. Bioinfo UPCH)

. Mabel Raza  (U. Bioinfo UPCH)

. Luis Vega (U. Bioinfo UPCH). Luis Vega  (U. Bioinfo UPCH)

. Jesus Castagnetto   (DUI  UPCH)

Financiamiento:
R03 NIH (2006), Welcome Trust (2006)
FINCYT (2008), FRIDA (2008), TWAS (2009), 
TDR (2009), Fogarty (2009) 


