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Introduccion

La Medicina no es un coto cientifico cerrado y por lo tanto no es ajena a
los avances de la informdtica y tecnologias afines. Actualmente la informatica
se utiliza masivamente en Medicina digitalizando sefiales que son procesadas
en un tiempo cada vez mas rdpido, de forma que se pueden obtener interpreta-
ciones rdpidas (en tiempo real) de técnicas al uso. Queda, no obstante, un gran
futuro abierto a las ayudas diagndsticas y a la interpretacién y manipulacién del
diagndstico por imagen, proceso muy complejo y en el que puede encuadrarse
la citogenética.

Por todo ello, desde hace afios, uno de los grandes retos de la bioingenieria
médica es el procesamiento digitalizado de imédgenes para asi poder automati-
zar todos aquellos diagndsticos que se realizan a través de la imagen:

Radiologia, TAC, RMN, etc.
Citogenética

Citologia

Microbiologia, etc.
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Por el momento, el diagnéstico a través de la imagen requiere una serie de
procesos tan complejos como para que sea muy dificil su completa automatiza-
cién (a menos que se progrese rdpidamente en nuevas arquitecturas de ordena-
dores y sistemas de programacion como los sistemas expertos o redes neurona-
les aplicados a este drea), por ello es més realista hablar de anélisis interactivo.

Ante esto, si se piensa tan s6lo en pequefias tareas que sean sencillas pero
suficientemente consumidoras de tiempo por su repeticion constante, la rentabi-
lizad de su automatizacién es muy alta. Asi, se pueden automatizar sin dema-
siados esfuerzos o complejidades tecnolégicas determinados pasos rutinarios
que faciliten la labor en el proceso del anélisis de imagen y que, por consi-
guiente, aumenten la rapidez del laboratorio.

Necesidad de automatizacion

Automatizacién en el diagnéstico citogenético:

La necesidad de automatizar el laboratorio de citogenética es perentoria, ya
que aunque la citogenética clinica es una practica de laboratorio joven (se inicia
en 1957-58), el espacio de los 30 afios transcurridos desde su inicio ha sido sufi-
ciente como para que haya aumentado la demanda de forma considerable, no con-
cibiéndose un hospital de rango superior al local sin un Servicio de Genética con
un laboratorio de citogenética. Si a ello unimos el hecho de que el laboratorio de
citogenética consume mucho tiempo por muestra y emplea gran cantidad de per-
sonal procesando cultivos y analizando al microscopio, la rentabilidad de la posi-
ble automatizacién en cualquiera de sus etapas esté fuera de toda discusién.

Se puede decir que el final de la década de los 80 ha marcado el inicio de
la automatizacién en los laboratorios de citogenética y es de esperar que la dé-
cada de los 90 sea la de la implantacién y consolidacidn rutinaria de la citoge-
nética automatizada.

Evidentemente el diagndstico a través de la imagen requiere una serie de
procesos tan sumamente complejos como para que su automatizacién requiera
de sistemas considerados de alta tecnologia, lo que influird en el coste final de
los sistemas. Por ello, una alternativa valida de comienzo puede ser introducir
la automatizacién exclusivamente en tareas sencillas. Asi, se pueden automati-
zar sin demasiados esfuerzos tecnoldégicos determinados pasos rutinarios que
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faciliten la labor en el proceso de la imagen y, en definitiva, en el resultado fi-
nal del andlisis citogenético.

De hecho, uno de los inicios en el 4rea citogenética fue la construccion del
cariotipo (cuyo aspecto mds sencillo serfan unas “tijeras electrénicas™) y que
hasta hoy sélo es un proceso semiautomatizado dadas las variantes de aberra-
ciones cromosémicas. Pero, por otro lado, la tecnologia de andlisis de imagen
ha ofrecido la posibilidad, a través del reconocimiento de formas, de automati-
zar la biisqueda de metafases en las extensiones microscopicas.

Historia

Se pueden considerar cuatro fases en el desarrollo de la citogenética auto-
matizada:

Prehistoria

Es la fase de iniciacion (final de los 60 e inicio de los 70) en la que se co-
mienza a disefiar y a aplicar programas de procesamiento de imdgenes al andli-
sis de los cromosomas. En esta fase se utilizaron algunos prototipos que eran
muy lentos y voluminosos; prototipos que hoy quedan como piezas de museo
(Ledley, 1964).

Lundsteen (1989) fija el inicio de la automatizacién en 1964 (Castleman y
col, 1968), con el resultado de la primera mdquina funcionando en 1976 —pro-
yecto JET- (Castleman y col. 1976) y el primer sistema disponible comercial-
mente en 1983, descrito y presentado por Lundsteen y col. en 1982.

Primeros sistemas

La segunda fase es la de consolidacion en la que, tras constatarse las posi-
bilidades y la eficiencia de la automatizaci6n, se construyen sistemas que pue-
den ser eficaces tanto en la bisqueda de metafases como en el anélisis de cario-
tipo (Philip y col. 1985).

Sistemas semiautomaticos

La tercera fase, en la que estamos actualmente, se caracteriza porque exis-
ten varios sistemas comercializados cuya utilidad es indiscutible. Esta es una
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etapa no cerrada ya que la introduccién de mejoras (en rapidez, definicion y efi-
cacia) es constante.

Desarrollo de tareas particulares

Finalmente se estdn desarrollando, como veremos mas abajo, sistemas de
andlisis para tareas especificas cuya rentabilidad es mas alta y estdn mas cerca
de una total automatizacién

Arquitecturas actuales de los sistemas automaticos

Sistemas completos

Actualmente se dispone en el mercado de varios sistemas semiautomaticos
con diversas configuraciones (Lundsteen y col. 1989) cuya aplicacién, eficacia
y eficiencia dependerd de las caracteristicas del material que se estudia citoge-
néticamente y la estructura del departamento donde se implante. Como ayuda a
esta eleccién nosotros (Garcia Sagredo, 1989) hemos elaborado unos indicado-
res de evaluacidn de las unidades de citogenética con miras al equipamiento ne-
cesario para su automatizacién.

Bésicamente, un sistema completo automatizado para andlisis de cromoso-
mas consta de las siguientes partes:

1) Microscopio §ptico automadtico con capacidad para alojar mas de un por-
taobjetos (la automatizacion se refiere a 1a motorizacién de los movimien-
tos de la platina, a la motorizacion del enfoque y al control de la intensi-
dad luminica, siendo deseables 1a existencia y motorizacién de un zoom y
la motorizacién del revélver portaobjetivos)

2) Céamara de video
3) Unidad de procesamiento de imagen
4) Controlador de las funciones automatizadas del microscopio

5) Unidad central de proceso con la que, a través de programas, se puede
manejar todo el sistema (puede ser un ordenador estandar)

6) Monitor/es de video, para la visualizacién de las imédgenes y el control de
los programas
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7) Herramientas de interaccién ergondémicas (ratén, tableta digitalizadora,
lapiz 6ptico, etc.)

8) Copiadora de imagen con calidad fotogréfica para la obtencién de las
imagenes finales (la mejor calidad se obtiene en papel con emulsién foto-
gréfica).

9) Opcionalmente: Unidades de almacenamiento de gran capacidad (cinta de
video, disco Optico, etc.).

Un sistema con los componentes descritos debe ser capaz de buscar auto-
maticamente metafases en un portaobjetos para, posteriormente, presentarlas
por orden de calidad de forma que puedan ser analizadas interactivamente. Las
diferentes configuraciones y tecnologias utilizadas van a influir de manera no-
toria en la rapidez para “leer” un portaobjetos. Asi, existen sistemas capaces de
rastrear un portaobjetos completo en 7-10 minutos, mientras que otros tardardn
alrededor de 1 hora (Garcia Sagredo 1990). Estos tltimos utilizan las platinas
con capacidad para § o0 16 portaobjetos permitiendo que puedan ser rastreados
automéiticamente durante la noche. Una descripcién mas detallada de los tiem-
pos empleados por diferentes sistemas se puede encontrar en Korthof y Carot-
hers (1991).

La bisqueda automatica se efectia leyendo el portaobjetos a bajos aumen-
tos (x20) utilizando un estativo de microscopio motorizado y controlado por un
ordenador. Se emplean técnicas de andlisis de imagen para detectar metafases
definidas como regiones de un tamafio y textura determinados, cuya posicién es
grabada para su posterior utilizacién. Por supuesto, existen diferentes parame-
tros programables por el usuario, y auto-entrenables en algunos sistemas, para
los diferentes tejidos a analizar (sangre, médula 6sea, amniocitos, etc.), también
los programas serdn diferentes segin el tipo de tincién de los cromosomas (ho-
mogéneo, bandas G, SCE, etc). Ademds la mayoria de los buscadores de meta-
fases son capaces de ordenar las metafases de acuerdo a su calidad.

Tras la biisqueda de las metafases, la siguiente fase en la utilizacién de es-
tos sistemas es el analisis del cariotipo. Etapa que es muy parecida en todos los
sistemas en cuanto a tiempo y procesos utilizados (Korthof y Carothers, 1991).
Este andlisis se realiza mediante los siguientes pasos:

— digitalizacién de la imagen

— normalizacién de la imagen y contaje de los cromosomas
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— extraccidn e individualizacion de los cromosomas

— medicién de los cromosomas (4rea, longitud, relacién brazos cortos/lar-
£0s, posicién centromérica, lectura de bandas G, etc.)

— clasificacién de los cromosomas compardndolos con un banco de datos
- ordenamiento/construccién del cariotipo
— realizacién de copias fotogréficas

Las principales diferencias entre sistemas vendran dadas por la facilidad de
uso de los programas, la flexibilidad en la construccién del cariotipo, y los mo-
nitores y sistemas de interaccidn utilizados

El cariotipo se realiza a grandes aumentos (x100), separdndose los cromo-
somas automdticamente aunque los que estén cruzados o se toquen deberdn ser
individualizados con la ayuda del operador, bien cortando, bien sefialando los
ejes cromosdémicos. Los cromosomas se clasifican en base a cifras y medicio-
nes extraidas de las imagenes de los cromosomas.

La clasificacion automatica de los cromosomas con un error de hasta un
10% (Lundsten y col 1986) depende fundamentalmente de la técnica utilizada y
sobre todo de la base de datos usada como clasificador.

Sistemas de cariotipaje

Son sistemas que tan solo son capaces de ordenar el cariotipo de una ima-
gen microscopica seleccionada manualmente, para ello el operador una vez de-
cida qué metafase quiere cariotipar, ajustard la imagen en la cdmara de video y
la digitalizard, comenzando un proceso igual al descrito anteriormente.

Sistemas particulares

A) Sistemas para analizar las aberraciones de cromosomas en genotoxico-
logia y sistemas para la dosimetria bioldgica:

Tanto el andlisis de aberraciones cromosémicas como indice de la capaci-
dad mutagénica de un agente ambiental, como la dosimetria bioldgica para la
determinacién de radiacién ionizante recibida por un individuo, coinciden casi
con la introduccién rutinaria de la citogenética (Conen y col. 1961; Buckton y
col. 1967). Dado que su utilizacion de forma estandarizada, sobre todo de la
dosimetria biolégica, se impone desde los inicios de la década de los 70 (Dolp-
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hin, 1973), es obvia la necesidad de algtin tipo de automatizacién ya que tras
los cultivos celulares y su procesamiento para obtener las preparaciones mi-
croscopicas, es necesario localizar y, después, analizar al microscopio varios
cientos, si no miles, de células con el fin de observar el niimero de aberracio-
nes cromosdémicas o cromosomas dicéntricos en el caso de radiaciones ionizan-
tes. Pero no sélo ha de tenerse en cuenta que este tipo de técnica individual-
mente consume mucho tiempo. Piénsese en la necesidad no sélo de tiempo sino
también de técnicos cuando pueda ser necesario realizar la dosimetria biolgica
para estudiar a un grupo amplio de poblacién en el caso de accidentes. Agra-
vandose aun més el problema si se tiene en cuenta que para que los resultados
de la dosimetria sean ttiles habrén de realizarse en un espacio corto de tiempo.

La automatizacidn es este campo concreto de la citogenética ha de ir enca-
minada, por lo tanto, no sélo a acortar los tiempos de andlisis, sino a permitir
realizar més estudios en relacion al nimero de personal técnico. Por lo que te-
niendo en cuenta los procesos més arriba descritos, claramente la automatiza-
cién tiene dos campos diferentes para la ayuda del andlisis de aberraciones cro-
mosomicas: uno es la bisqueda automética de metafases, otro seria el reconoci-
miento automético de la anomalia que queremos cuantificar.

Para la primera tarea cualquier sistema convencional que busque automaéti-
camente las metafases nos ayudard reduciendo considerablemente el tiempo, no
s6lo de la busqueda sino el empleado en cambiar cada vez de objetivo con el
cansancio e incomodidad que ello supone.

La segunda tarea a automatizar supone un programa especifico de andlisis
de imagen que sea capaz de reconocer un modelo o patrén de imagen determi-
nado, actualmente limitado a los dicéntricos, y que dada la variabilidad biolégi-
ca, es necesaria la mano de un operador que corrija los errores (falsos positivos
y negativos).

De acuerdo con lo dicho més arriba, la aplicacion de la citogenética auto-
matizada convencional a la dosimetria bioldgica y la deteccién de mutagénesis
cromosdmica, se realiza automatizando la bisqueda de metafases de forma que
el operador pueda analizar gran niimero de metafases sin realizar tareas compli-
cadas. Dado que son diferentes los sistemas automdticos, los cromosomas se
analizan por el operador bien a través del microscopio o bien en una pantalla de
video, dependiendo del tipo de tecnologia utilizada (Garcia Sagredo 1989,
1990)."
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Si se utiliza un sistema de barrido rdpido, 8-10 minutos por cada portaobje-
tos, dadas las caracterfsticas y calidad del sistema de captura de imagen, gene-
ralmente tipo “scanner”, tras la recolocacién automdtica de las metafases, el
andlisis se hace a través del microscopio. Las metafases se recolocan autométi-
camente, y de forma ordenada por calidad, simplemente presionando un botén
de un ratén; ello permite que una persona, observando a través del microscopio,
ordene con una mano la presentacién de metafases sucesivas y pueda contar ia
presencia de cromosomas dicéntricos o células con aberraciones presionando
otro botén del ratén. Si bien este sistema no “libera” personas del microscopio,
si hace que el trabajo sea mucho mas répido y confortable (Finnon y col. 1986;
Lloyd, 1989).

Si se utiliza un sistema de barrido lento, 45-60 minutos por portaobjetos, la
biisqueda automdtica de metafases se realizard durante la noche. A la mafiana
siguiente las metafases se recolocardn automaticamente, también ordenadas de
acuerdo a su calidad, pero en este caso dadas las caracteristicas del sistema de
adquisicién de imdgenes —cdmara de video—, las metafases se pueden analizar
facilmente en un monitor, marcando el o los cromosomas anormales con un dis-
positivo sefializador (ratén o ldpiz déptico). En este caso se puede utilizar tam-
bién la capacidad de contaje automdtico de cromosomas. Este tipo de sistema
suele ser mas eficaz para el analisis de todo tipo de aberraciones cromosdmicas,
ya que lo que se pierde en velocidad se gana en amplitud de anomalias defini-
das (Garcia Sagredo, 1989).

B) Nuevos sistemas de automatizacién completa para la dosimetria biol6-
gica:

Actualmente, gracias a las mejoras introducidas en los algoritmos que se
emplean en el reconocimiento de imdgenes y a la disponibilidad de mejor tec-
nologia de automatizacién microscépica, es posible reconocer autométicamente
un cromosoma dicéntrico dentro de una metafase que previamente ha sido digi-
talizada de forma totalmente automatizada. Dado que se extrae y almacena la
imagen del cromosoma dicéntrico, cuando el trabajo estd finalizado, al opera-
dor se le presentan en la pantalla del monitor todos los posibles dicéntricos para
su revisién y eliminacién de los falsos positivos. Como a veces es necesaria la
revision de la metafase para poder tomar la decisién de si un cromosoma es o
no dicéntrico, existe la posibilidad de recolocar inmediatamente la metafase pa-
ra su andlisis en la pantalla.
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Con un sistemna de estas caracteristicas, casi completamente automatizado
pero que precisa de una revision final por parte del operador, se pueden elimi-
nar por éste facilmente y en un corto espacio de tiempo los falsos positivos, pe-
ro no hay que olvidar que todos los falsos negativos son irrecuperables. No obs-
tante segun los estudios realizados por uno de los sistemas existentes en la ac-
tunalidad (Lorch 1989, 1990) los resultados son bastante aceptables.

C) Sistemas para la deteccién de X-frégil

Al igual que para los cromosomas dicéntricos, se han desarrollado algorit-
mos para detectar el cromosoma X-fragil basados en el andlisis de metafases
que habfan sido previamente etiquetadas con una sonda centromérica para el
cromosoma X, de esta forma en todas las metafases los cromosomas X son f4-
cilmente identificables para el andlisis de su patrén morfolégico. Los resultados
actuales son prometedores (Piper y col. 1990) aunque no existe un sistema que
esté comercialmente disponible.

Perspectivas futuras de la automatizacion en citogenética

Nueva tecnologia en sistemas:

La posibilidad de usar sistemas con capacidad de digitalizacion automética
en alta resolucién, posibilitarfa la construccion de sistemas de "screening” total-
mente automatizados, como el de dicéntricos, X-fragil e intercambio de croma-
tidas hermanas. Esto implica recolocacién automadtica, enfoque a alta resolucién
(100x) y captura de imagen de metafases que previamente se han encontrado
(Stark, 89).

Nueva tecnologia en programacion:

Con los conocimientos actuales y la tecnologia disponible, parece dificil
llegar a la total automatizacién sin interacciones del usuario. No obstante, atin
es posible llegar a un grado més cercano a la completa automatizacion mejoran-
do los algoritmos en los programas de reconocimiento de modelos, o emplean-
do nuevos métodos més répidos y eficaces, como las redes neuronales o los sis-
temas expertos.

Mais simplemente, la segmentacién automadtica de cromosomas €s otro gran
reto y una precondicién necesaria para un contaje cromosdmico correcto y para

109




un cariotipaje totalmente automatizado, asi como la identificacién de aberracio-
nes en mutagénesis. En este momento hay varios métodos que van desde el
simple uso de informacién sobre posicién de los cromosomas para crear un al-
goritmo que los separe, hasta el que estd basado en el aspecto de los contornos,
infiriendo los principios y finales cromosémicos.

A) Cariotipo multiple

La tecnologia puede hacer cambiar los procesos de laboratorio y la forma
de analizar, asi, siendo més facil admitir errores en un cariotipo miiltiple dado
que “la visién” es de conjunto y las aberraciones estructurales no suelen presen-
tarse en mosaico (cariotipo secuencial de 10 o m4s metafases), la deseable auto-
matizacion total podria estar cercana (Lundsteen, 1989).

B) Automatizacién del anilisis de intercambio de crométidas hermanas

El anélisis de intercambio de crométidas hermanas es cada vez mas fre-
cuente en el estudio de grupos de poblacion sometidos a factores mutagénicos,
la necesidad de automatizacion es igual a la de la deteccién de aberraciones
cromosdmicas en mutagénesis ambiental, con el agravante de que, en el mejor
de los casos, sélo un tercio de las metafases existentes en una preparacién mi-
croscOpica estdn en la forma requerida para su estudio (2° divisién mitética).
Hasta ahora s6lo era posible utilizar la capacidad de bisqueda de metafases de
los sistemas automaéticos, pero incluso utilizando programas especificos para
intercambio de cromdtidas hermanas, los tiempos de andlisis eran algo mayores
a los manuales (Garcia Sagredo 1989).

Actualmente, utilizando la capacidad de digitalizacién automatica de los
nuevos sistemas, es posible crear algoritmos que sean capaces de contar los
puntos de intercambio en los brazos cromosémicos. Este proyecto experimental
en el que estamos participando (Garcia Sagredo y col 1992) promete resultados
alentadores.

C) Hibridacién in situ

Finalmente, estdn llegando a los laboratorios de citogenética nuevas técni-
cas que ya empiezan a ser rutinarias y por lo tanto son susceptibles de automati-
zacion. Entre ellas estd la técnica de hibridacién in situ (HIS). Esta técnica de

HIS permite observar a través del microscopio los lugares donde hibridan son-
das de ADN marcadas previamente con moléculas fluorescentes. Estas sondas
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pueden ser més o menos grandes (desde cromosomas enteros hasta pequefios
trozos de ADN en el limite inferior de la resolucién visual).

Mediante esta técnica ya es posible observar pequefias deleciones o trans-
locaciones reciprocas que antes se escapaban con las técnicas habituales. Pero
la gran ventaja es que, una vez comprobada la eficacia de la sonda en cromoso-
mas en metafase, puede hacerse hibridar también en nicleos de células en inter-
fase, lo que actualmente se llama la citogenética de interfase. De esta forma, en
el caso de la existencia de translocaciones reciprocas nos permitiria observar en
vez de dos puntos brillantes correspondientes a la pareja cromosémica, uno de
tamafilo normal y otros dos més pequefios que corresponderfan al cromosoma
implicado en la translocacién. Si esta técnica la combinamos con al menos dos
sondas distintas marcadas con dos fluorocromos de diferente color, se puede
ampliar el espectro de observacion.

Pues bien, no sélo no parece descabellado poder automatizar estas técnicas
(Cremer y col., 1989) sino que su rentabilidad es obvia si se aplica en interfase
ya que el andlisis consistirfa en contar puntos brillantes en un gran nimero de
nicleos, niicleos que estdn en gran cantidad dentro de una preparacién. El esco-
llo para la automatizacion est4 en las limitaciones técnicas actuales precisando
camaras de video muy sensibles que por el momento es una tecnologia cara, pe-
ro una vez resuelto y pensando en un “simple” contaje de puntos brillantes, el
futuro puede ser claramente halagiiefio.
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