PAGE  
29

7.Телевизионная визуализация в биологии и медицине


Развитие биологического и медицинского приборостроения связано, с одной стороны, со стремлением врачей и биологов использовать новейшие достижения самых разнообразных областей техники для совершенствования методов диагностики, лечения, медико-биологических экспериментов, а, с другой стороны, специалистов - инженеров применить результаты своих работ в медицине, как в одной из самых важных и востребованных областей человеческой деятельности. Таким же путем входит в практику медико-биологических исследований и телевизионная техника [32].


Телевизионные методы могут быть использованы для исследования биологических объектов как в видимой области спектра (эндоскопия – осмотр внутренних полых органов, офтальмоскопия – метод исследования глаза, микроскопия – исследование поверхности кожного покрова, волос, микропрепаратов и др.) так и в невидимых лучах (рентгеноскопия, ультрафиолетовая и инфракрасная микроскопия, инфракрасная офтальмоскопия и т.п.).


Телевизионные методы позволяют обнаружить люминесценцию объектов, в том числе, весьма слабую не обнаруживаемую простым визуальным наблюдением, например, при регистрации результатов электрофореза продуктов полимеразной цепной реакции (ПЦР) в процессе диагностики различного рода заболеваний (инфекционных и наследственных) или при установлении генной принадлежности, а также могут быть использованы для визуализации газоразрядного свечения в прикладной и медицинской биоэлектрографии.


Телевизионные методы не ограничиваются задачами визуализации и наряду с регистрацией изображений позволяют производить количественные исследования (анализ геометрических параметров, фотометрирование, определение скорости перемещения частиц и др.).

Таким образом, основными особенностями телевизионного метода визуализации, которые привели к его широкому применению в медицине и биологии, являются:

· возможность визуализации в широком диапазоне длин волн и трансформации спектров в видимую область; 

· высокая чувствительность по сравнению с другими методами визуализации;

· возможность усиления, преобразования и анализа сигнала;

· возможность записи и последующего воспроизведения;

· возможность передачи видеоинформации.

7.1. Телевизионная эндоскопия

Эндоскопия – осмотр полых внутренних органов (желудка, пищевода, мочевого пузыря и др.) широко используется при диагностике и лечении ряда заболеваний. Эндоскоп - оптический прибор, вводимый в исследуемый орган для наблюдения через окуляр. Основными недостатками оптического эндоскопа являются неудобство наблюдения через окуляр, невозможность одновременного наблюдения несколькими специалистами, невозможность фиксации изображений.

Все эти проблемы успешно решаются при использовании телевизионных устройств. Телевизионный эндоскоп [32] может быть выполнен как прибор, в котором телевизионная камера конструктивно связана с оптическим эндоскопом (рис.7.1). Матрица камеры стыкуется с волоконной оптикой либо непосредственно, либо через объектив переноса.
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Рис.7.1. Структурная схема телевизионного эндоскопа.

Значительная проблема связана с освещением исследуемого органа. Большая мощность источника света может приводить к выделению тепла и нагреву органа. Обычно используют внешнее освещение через световод от источника света, входящего в состав эндоскопа.

На рис.7.2 показан внешний вид телевизионного эндоскопа, в котором телевизионная камера сопряжена с окуляром и пример получаемого биомедицинского изображения.
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Рис.7.2. Телевизионный эндоскоп и пример получаемого изображения биомедицинского изображения.

Микроминиатюризация ТВ-камер и оптики позволяет решить эту задачу иначе: от оптического эндоскопа уже ничего не остается - в орган водится миниатюрная ТВ-камера. Так, цилиндрические камеры с матрицей 1/5’’ имеют размеры в диаметре около 10 мм при длине 30 мм, что позволяет их использовать для эндоскопических целей.

В зависимости от области применения различают телевизионные бронхоскопы, кардиоскопы, гастроэндоскопы и др.

7.2. Телевизионные офтальмоскопы 

Офтальмология занимается изучением болезней глаза и их лечением. Наиболее распространенные методы диагностики - осмотр глазного дна, прозрачных сред, радужной оболочки и др. Путем осмотра с использованием специальных оптических устройств выявляется целый ряд заболеваний, в т.ч. катаракта, воспаление сетчатки, сосудистой оболочки и т.д.

В клинической практике применяется офтальмоскоп (для исследования глазного дна), щелевая лампа (для получения послойных изображений глазных сред), бинокулярный микроскоп и т. д. Общий недостаток перечисленных приборов - наблюдение через окуляр и, как следствие, быстрая утомляемость глаз врача, отсутствие фиксации изображений, проблема демонстрации с целью обучения, организации консультаций и консилиумов.

Основная задача, решаемая при построении ТВ-офтальмоскопа – обеспечение достаточной чувствительности, поскольку световой поток, посылаемый в глаз, ограничен из-за возможных болевых ощущений у пациента. ТВ-офтальмоскоп позволяет наблюдать глазное дно более комфортно, неограниченному числу пользователей, фиксировать изображение (для мониторинга за процессом лечения), проводить количественные исследования, в частности, оценку размеров структур глазного дна, например, кровеносных сосудов [32].

Для получения наиболее контрастного изображения сетчатки глаза целесообразно максимальную чувствительность ТВ-системы сдвигать в красную область спектра. В связи с этим в офтальмоскопии используют черно-белые ТВ-системы. Они имеют более высокую чувствительность по сравнению с цветными системами, в них используется максимум чувствительности кремниевых ПЗС-матриц, который находится в красной области спектра, кроме этого, при смещении чувствительности в красную область спектра смысл цвета теряется.
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Рис.7.3.Схема оптического офтальмоскопа.

Интерес представляет спектрозональная съемка с шириной приблизительно 60 нм с максимумами 507, 517, 555, 650 нм и далее в ИК-области спектра. ИК-область спектра дает ценную информацию, поскольку можно проводить исследования глаз в темноте (зрачок максимально открыт и не меняется). Выделить различные участки спектра можно с помощью светофильтров (отрезающих или полосовых).

При изучении глазного дна может быть применен метод цветового контрастирования или псевдоокрашивания изображения, когда каждому интервалу яркости присваивается свой цвет. В результате создается цветовая палитра, замещающая шкалу серого, благодаря чему создается искусственный цветовой контраст между близкими оттенками серого, который лучше заметен глазу.
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Рис.7.4. Структурная схема телевизионного офтальмоскопа.

Вместе с тем, применение цветных камер также представляет интерес для исследования глазного дна, т.к. яркостный контраст его участков невелик и по цветовым различиям можно выявлять различные патологические изменения. Цветное изображение используется и при проведении диагностики по изображению радужной оболочке глаза (иридодиагностика).
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Рис.7.5. Диагностика отслойки сетчатки – а), изображение глаза пациента при проведении иридодиагностики – б).


7.3.Телевидение в рентгенодиагностике

Рентгеновское лучи (РЛ) широко используются в медицине, т. к. обладают большой проникающей способностью. Ослабление потока РЛ зависит от свойств среды и ее толщины. Проходя через различные участки тела РЛ поглощаются в неодинаковой степени и создают теневое изображение. Задачей визуализации [33] преобразовать невидимые РЛ в видимый свет. На анализе получающегося теневого изображения и основана рентгенодиагностика.

Различают рентгеноскопию (непрерывное наблюдение под воздействием РЛ) и рентгенографию (получение снимка).

Рентгеновское изображение может быть получено на: 1)флюоресцирующем экране, 2)электролюминесцентном преобразователе рентгеновских лучей, 3)электронно-оптическом преобразователе.

Основной недостаток не телевизионных методов – высокая доза облучения, особенно при рентгеноскопии. Рентгеноскопия с использованием флюореосцирующего экрана принципиально не дает возможности повышения наблюдаемых градаций яркости, т.е. имеет низкую контрастную чувствительность. Ее главное достоинство – возможность наблюдения в динамике. Рентгенография за счет свойств пленки дает большее количество изображения (недостаток -один кадр)
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Рис.7.6. Принципы визуализации рентгеновского излучения.

Применение ТВ-методов позволяет соединить и рентгеноскопию, и рентгенографию. Есть различные варианты рентгенотелевизионных систем. В любой из них рентгеновское излучение преобразуется в видеосигнал, который после усиления подается на экран кинескопа или через устройство видеозаписи вводится в ЭВМ и отображается на экране дисплея.

В качестве детекторов рентгеновского излучения в рентгенотелевизионных системах могут использоваться рассмотренные выше варианты преобразователей рентгеновского излучения в видимое в сочетании с преобразователем свет-сигнал.

В настоящее время широко применяется ТВ-трубки, чувствительные к рентгеновским излучениям – рентгеновидиконы. Прямое преобразование рентген–сигнал более предпочтительно для построения рентгенотелевизионной системы, т.к. позволяет создать систему с чувствительностью, близкой к предельной, определяемой флуктуациями квантов рентгеновского излучения на входе приемника. ПЗС-матрицы, чувствительные к рентгеновскому излучению (особенно к жесткому) пока создать не удается, поскольку МОП-структуры  разрушаются при воздействии РЛ.

Применение ТВ-методов позволяет: 1)снизить дозу облучения, 2)в ряде случаев позволяет повысить контрастную чувствительность и разрешающую способность, 3)воспроизводить изображение в безопасных и оптимальных условиях для наблюдения (в незатемненном помещении, вынесенном за пределы действия РЛ), 4)использовать методы обработки изображения (подавление шумов, контрастирование, масштабирование, выделение контуров и т.п.), 5)хранить и документировать изображения

Спектрозональные рентгенотелевизионные телевизионные системы
Интенсивность рентгеновских лучей после прохождения через слой вещества определяется при прочих равных условиях длиной волны падающего излучения. Разные ткани обладают неодинаковым поглощением рентгеновских лучей различных длин волн, что позволяет выявлять различия, например, для костной, мышечной и жировой ткани. Если последовательно зафиксировать три кадра при соответствующих длинах волн излучения, а потом их воспроизвести, подав соответствующие сигналы на RGB-монитор, то костная ткань будет выглядеть бесцветной, жировая иметь зеленый, а мышечная – голубоватый оттенок [32].

Спектрозональный метод, таким образом, дает возможность визуализации тканей, неразличимых в случае одинаковой толщины при обычном способе рентгеноскопии.

7.5. Телевизионная микроскопия

Телевизионная микроскопия – одно из перспективных направлений прикладного телевидения, которое начало развиваться практически одновременно с вещательным. Первый ТВ-микроскоп для наблюдения в УФ-лучах был создан уже в начале 30-х годов. ТВ-микроскопия весьма эффективно применяется в биологических исследованиях, медицинской диагностике, криминалистике.

Для наблюдения объектов непосредственно на экране телевизионного монитора или на экране монитора компьютера с увеличением до 40-60 крат с успехом используются телевизионные лупы. Так, например, телевизионная лупа ТЛ-2 создана специально для применения  в дерматологии и косметологии. На рис.1 показан внешний вид прибора и некоторые изображения участков кожного и волосяного покрова организма человека, полученные при помощи ТЛ-2

Тем не менее, ТЛ-2 находит применение и в криминалистике при исследовании различного рода вещественных доказательств. На рис.2 показаны изображения образцов ткани, искусственного материала, трикотажа, а также изображения металлических поверхностей и различных марок краски на них.
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Рис.7.7. Внешний вид телевизионной лупы ТЛ-2 и получаемые биомедицинские изображения.

Наличие сменных наконечников позволяет дополнительно использовать внешние источники света, например, инфракрасные или ультрафиолетовые для наблюдения особенностей объектов, визуализируемых в данных участках спектрального диапазона. Так, например, могут выявляться грибковые поражения кожи при медицинских исследованиях или наличие специальных элементов защиты или следов органических красителей при криминалистических исследованиях.
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Рис.7.8. Изображения вещественных доказательств, полученные при помощи ТЛ-2, при криминалистических исследованиях: образцы ткани, искусственного материала, трикотажа - а), номера - б) и образцы краски - в) на металлических поверхностях.

Часто телевизионный микроскоп является комбинацией оптического микроскопа и телевизионной камеры, сопряженной с ЭВМ, что обеспечивает высокую чувствительность, возможность демонстрации изображений для аудитории, возможность запоминания, хранения и документирования, возможность обработки и количественного анализа объектов в изображении.

Современные микроскопы, как правило, имеют отдельный оптический адаптер для установки фото или видеокамеры (рис.7.9а), дающий возможность как телевизионного, так и бинокулярного наблюдения. Однако, в такой схеме имеются потери света в результате деления светового потока на два канала – визуальный и телевизионный. 

При отсутствии отдельного оптического канала камера может быть установлена непосредственно вместо окуляра (рис.7.9б). Для этого необходимо либо разместить плоскость фотоприемника в фокальной плоскости окуляра микроскопа, либо обеспечить перенос оптического изображения на фотомишень через дополнительный объектив переноса. При этом, если размер изображения превышает размер фотоприемника, то получается дополнительное масштабирование изображения. В данной схеме меньше потерь света, однако, возникает определенное неудобство для визуального наблюдения через окуляр микроскопа.
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Рис.7.9. Структурная схема микроскопа с оптическим адаптером для присоединения ТВ-камеры – а) и микроскопа с ТВ-камерой, установленной вместо окуляра – б).

На рис.7.10 показан внешний вид микроскопа с подключенной к нему телевизионной камерой. Камера с комплектом сменных тубусов обеспечивает возможность наблюдения на экране монитора черно-белых или цветных изображений объектов, исследуемых при помощи стандартных микроскопов: МБС-1, Биолам, МБС-2, Биолам-И, МБС-9, Люмам-И1, МБС-10, МСПЭ-1, МБИ-15-2, МСП-2.
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Рис.7.10. Внешний вид стандартного микроскопа с телевизионной камерой, установленной на окуляр и изображение наблюдаемого микротекста.

Как правило, телевизионную систему адаптируют к спектру поглощения исследуемого объекта. Например, ультрафиолетовый телевизионный микроскоп позволяет более детально визуализировать клеточные структуры, поглощающие ультрафиолетовое излучение. При прочих равных условиях УФ-микроскоп дает более высокое разрешение, поскольку УФ-лучи являются более коротковолновыми. Некоторые вещества, не пропускающие видимый свет, прозрачны для инфракрасного света (ИК-микроскопия).


Спектрозональные телевизионные микроскопы

Аналогично спектрозональному рентгенотелевизионному устройству может быть создан спектрозональный телевизионный микроскоп [32]. Используется метод цветовой трасформации, при котором получают цветное изображение объекта, полученное путем смешения трех основных цветов (R,G,B) яркость которых пропорционально пропусканию (поглощению) объекта в трех различных участках спектрального диапазона.

Например, для УФ области спектра можно применить следующее цветное кодирование: зеленый для УФ-А (254нм), красный для УФ-В (302нм) и синий для УФ-С (365нм).


При таком кодировании, в частности, обеспечивается более эффективное выявление клеточной структуры биологических препаратов, так как ядра клеток, содержащие нуклеиновые кислоты, поглощают коротковолновый УФ в большей степени, чем цитоплазма.

7.6.Телевизионные системы для демонстрации хирургических операций

Это одно из первых применений телевидения в медицине, причем, с целью обучения [32]. Основная задача - демонстрация хода операции большому числу зрителей. Понятно, что в операционной зрителей быть не должно из-за требований стерильности и ограниченного объема операционной.

Основные требования к таким системам:

1. качество цветопередачи,

2. разрешающая способность,

3. возможность плавного оптического масштабирования (“наезд”-“отъезд”). 

Аппаратура отличается главным образом конструктивным выполнением. Как правило, это совмещенные камеры с хирургическим светильником, который поворачивается вместе с камерой. Параметры камер должны быть близки к вещательному стандарту. В операционных обычно используются, так называемые, бестеневые лампы с расположеннными по кругу светильниками, создающими достаточно большую освещенность рабочего поля. Управление камерой осуществляется дистанционно. Современные системы позволяют наблюдать в том числе такие крупные планы, как хирургическая игла с ниткой. Качество цветопередачи позволяет не только различать оттенки тканей, но и их изменение во время операции.

Приемная часть оборудуется часто проекционными экранами для демонстрации процесса большой аудитории. Телевидение позволяет не только обучать, но и может быть использовано для передачи изображения по сети, в том числе, Интернет для участия в ходе операций других специалистов с целью оказания консультационной помощи.
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Рис.7.11. Структурная схема телевизионной системы для демонстрации хирургических операций.

10. Телевизионная визуализация и обработка изображений продуктов полимеразной цепной реакции (ПЦР)

В настоящее время метод ПЦР находит все большее применение в медицинской диагностике [45,46]. Наиболее быстро развиваются следующие направления:

1. диагностика инфекционных заболеваний;

2. диагностика онкологических заболеваний;

3. диагностика наследственных заболеваний;

4. диагностика в неонатологии;

5. диагностика в пульмонологии и фтизиатрии;

6. применение ПЦР в практике службы крови;

7. идентификация личности (судебная медицина, криминалистика,

8. трансплантация органов и тканей, определение отцовства);

9. диагностика патогенов в пище.

Методика проведения ПЦР предусматривает следующие этапы:

1. выделение ДНК из биологического материала;

2. непосредственно проведение ПЦР (амплификация);

3. электрофорез в геле;

4. детекция результатов электрофореза.

С получением и анализом изображений связан последний этап. В настоящее время для детекции ПЦР-продуктов применяется их окрашивание специальными люминесцирующими красителями. К наиболее известным  из них относятся Ethidium Bromide (этидийбромид), Fluorescein, Radiant Red, Texas Red, SYBR Green, Ribo Green , Pico Green. Красители обладают специфическими прокрашивающими свойствами, различными квантовыми выходами, спектральными характеристиками и адаптированы для различных приложений ПЦР.

Приведем некоторые сведения об эмиссионных и спектральных свойствах вышеперечисленных красителей. Так, например, краситель Ribo Green имеет линейную зависимость между флуоресценцией и концентрацией РНК в диапазоне от 1,0 нг\мл до 50 нг\мл, в два раза больший квантовый выход для РНК по сравнению с этидийбромидом (ЭБ), а краситель Pico Green имеет линейную характеристику в диапазоне от 25 пг\мл до 1000нг\мл. Максимум люминесценции Ribo Green – 530нм при максимуме спектра поглощения 485нм.

Весьма популярными красителями являются Fluorescein и SYBR Green, люминесцирующие в зеленой области спектра, а также Radiant и Texas Red, люминесцирующие в красной области спектра под воздействием ультрафиолетового излучения 302нм. Применение данных красителей позволяет различать образцы в геле по цвету люминесценции. В распоряжении исследователей имеются специальные наборы красителей, обладающие избирательными свойствами по отношению к структурам ДНК и позволяющие дифференцировать их по цвету в диапазоне длин волн от 450 до 700нм с шагом порядка 30нм.

Вместе с тем в настоящее время наиболее распространенным и доступным красителем для ДНК является ЭБ. Остановимся более подробно на его характеристиках.

Окрашенные ЭБ ДНК имеют оранжево-красную флуоресценцию в области 590-610нм. При взаимодействии с нативными ДНК и РНК квантовый выход флуоресценции ЭБ возрастает, соответственно, в 100 и 46 раз. Увеличение квантового выхода ЭБ специфично и линейно в широких пределах, что позволяет применять его для обнаружения малых количеств ДНК и РНК. 

Применение ЭБ позволяет обнаруживать от 0,1 до 50нг ДНК в полосе для полиакриламидного геля. Для выявления количества ДНК в геле пластину геля выдерживают в растворе ЭБ, затем облучают ультрафиолетовым светом в области 256 –315нм и по интенсивности флуоресценции судят о количестве ДНК.
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Рис.10.1. Спектр флуоресценции этидийбромида (слева) и ее зависимость от концентрации ДНК (справа).

Для оценки размеров фрагментов ДНК в молекулярной биологии широко используются молекулярные маркеры - последовательности ДНК с известными количественными характеристиками: размерами фрагментов (обычно в парах оснований - п.о. или, так называемых, базовых парах b.p., или в количестве нуклеотидов) и количеством  содержащихся в них ДНК (обычно в мкг, нг или пг). Молекулярные маркеры - это своеобразные масштабные и градационные линейки, которые могут быть помещены в гель для оценки количественных характеристик исследуемой ДНК по характеру распределения в геле и интенсивности свечения фрагментов.

На рис.10.2 приведен пример распределения молекулярного маркера в геле, а на рис. изображение геля, содержащего молекулярный маркер.
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Рис.10.2. Пример распределения в геле фрагментов молекулярного маркера 100b.p. DNA Ladder с размерами от 1000 до 100п.о. с шагом 100п.о.
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Рис.10.3. Изображение геля с молекулярным маркером (дорожка 8).

Как правило, фрагменты молекулярного маркера имеют нелинейное распределение в геле. При этом отношения координат фрагментов маркера в геле являются инвариантными к условиям электрофореза.

На практике традиционно используют визуальный и фотографический методы детекции результатов электрофореза.

При визуальном методе гель просматривают непосредственно в УФ-свете, субъективно оценивая результат по интенсивности и положению светящихся фрагментов.

При фотографическом методе полученный гель фотографируют, проводя дальнейшую диагностику по фотоснимкам. С помощью сканера возможна передача фотоснимков в компьютер с целью обработки  и создания базы данных. Метод весьма чувствителен при применении специальных фотографических материалов, но требует определенных затрат времени на фотосъемку и обработку, что часто исключает возможность повторной съемки из-за относительно короткой жизни геля.

Замена фотографического метода визуализации телевизионным позволяет получать изображения в реальном времени, использовать цифровую обработку изображений, а также автоматизировать процесс определения количественных показателей (например, количество и размер  ДНК в полосе свечения) и диагностики, осуществлять ведение базы данных.

Нижний предел количества ДНК, при котором возможна денситометрия, определяется используемым методом детекции. Если применяется окрашивание этидийбромидом, то предел визуального обнаружения соответствует 10ng. Что касается верхнего предела, то слишком большое количество ДНК на дорожке приводит к заниженным оценками (точность совсем низкая, начиная приблизительно с 0.5 µg). Оптимальный диапазон для денситометрического определения: 0.02-0.15 µg на полоску. При денситометрии следует также иметь ввиду, что ДНК легко теряет ЭБ особенно при повышении температуры.

Рассмотрим принцип построения моноспектральной системы для визуализации вторичной люминесценции ПЦР продуктов, окрашенных бромидом этидия и флуоресцеином (рис.). Вторичная люминесценция бромида этидия и флуоресцеина возбуждается за счет свечения агарозы (полиакриламида) геля, вызываемого в свою очередь УФ излучением.
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Рис.10.4. Спектральные характеристики компонентов, выделяющих спектр люминесценции бромида этидия.

Максимум спектра люминесценции 690 нм приходится, с одной стороны, на максимум чувствительности фотоприемника, а, с другой стороны, на максимум паразитного «красного хвоста» светофильтра С1(() типа УФС. Для формирования С2(() оптимальной комбинацией стандартных светофильтров является  пара светофильтров ОС-14 и СЗС-23.


Флуоресцеин люминесцирует в области спектра с максимумом 510нм. Поэтому для него оптимальной комбинацией стандартных светофильтров является  пара светофильтров ЖС-16 и СЗС-23.
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Рис.10.5. Спектральные характеристики компонентов, выделяющих спектр люминесценции флуоресцеина.

Данные о спектрах поглощения чистого бромида этидия и бромида этидия, интерколированного в ДНК, позволяют предложить вариант построения моноспектральной системы для визуализации первичной люминесценции данного типа красителя. Такая система обладает принципиально лучшими характеристиками по чувствительности и контрастности получаемого изображения по сравнению с выше рассмотренной, поскольку в ней минимизируется паразитная засветка в области «красного хвоста» и исключается люминесценция геля, создающая фоновую засветку. В результате система за счет улучшения спектральных характеристик С1(() , С2(() может быть приближена к идеальной. На рис. представлен спектр поглощения бромида этидия, что соответствует правилу Левшина о симметричности спектров поглощения и люминесценции.
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Рис.10.6. Спектр поглощения –1 и люминесценции -2 бромида этидия.

Вариант разделения спектров поглощения и люминесценции для данного случая стандартными светофильтрами представлен на рис.10.7 Спектр поглощения бромида этидия выделяется светофильтром СЗС-22, а спектр люминесценции светофильтром КС-11.
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Рис.10.7. Принцип выделения первичной люминесценции бромида этидия.

Аналогичным образом может быть предложен вариант моноспектральной системы для визуализации первичной люминесценции флуоресцеина. На рис.10.8 представлен спектр поглощения флуоресцеина, что соответствует правилу Левшина о симметричности спектров поглощения и люминесценции. Вариант разделения спектров поглощения и люминесценции для данного случая с помощью стандартных светофильтров представлен на рис.10.9.
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Рис.10.8. Спектр поглощения –1 и люминесценции –2 флуоресцеина.
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Рис.10.9. Принцип визуализации первичной люминесценции флуоресцеина. 

 Спектр поглощения флуоресцеина выделяется светофильтром СЗС-20, а спектр люминесценции светофильтром ЖС-16. Следует отметить, что данный вариант разделения имеет существенные области взаимного перекрытия спектральных характеристик, что создает значительные паразитные засветки фотоприемника.

Методы количественного анализа изображений люминесцирующих продуктов ПЦР в гелях

Одной из наиболее важных задач при исследовании при исследовании ПЦР-продуктов в гелях является получение оценок количества и размеров ДНК, содержащейся в люминесцирующих фрагментах, полученных в результате электрофоретического разделения проб [45-48].

Количество ДНК - M пропорционально интенсивности – I свечения фрагмента и может быть определено как M= f(
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При электрофорезе ПЦР - продукты распределяются в геле в порядке убывания их размера (молекулярной массы). Таким образом, размер  L  ДНК, является функцией расстояния  S  между координатами фрагмента и его стартовой лунки: L= f(S) .

Для оценки размеров и количества ДНК в реальных единицах, например, в нг и, соответственно, в парах оснований (п.о.), могут быть использованы молекулярные маркеры с известными значениями  L  и  M. Размещая маркер в геле и проводя электрофорез с исследуемыми ПЦР - продуктами, получают маркерную линейку, которую можно использовать для калибровки измерительной системы.

Зависимости M= f(I) и L= f(S) имеют, как правило, нелинейный характер. В диссертации предлагается использовать метод кусочно-линейной аппроксимации, позволяющий минимизировать таблицу функций и соответствующих им аргументов до количества фрагментов, имеющихся в применяемом молекулярном маркере. При этом каждому интервалу между соседними фрагментами как для значений  L, так и для значений  M  могут быть поставлены в соответствие свои расчетные значения коэффициентов  a  и  b  для элементарной функции y = ax + b .
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Рис.10.10. Распределение фрагментов ДНК в молекулярном маркере
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На рис. показан пример кусочно-линейной аппроксимации зависимости молекулярной массы ДНК от координат фрагментов для молекулярного маркера P GEM DNA.

Удобной формой для сравнения распределения проб, содержащихся в соседних дорожках геля, являются профилограммы распределения интенсивности свечения ПЦР-продуктов вдоль заданной линии.

Возможно два режима задания линий для построения профилограмм: интерактивный и автоматический. В интерактивном режиме выбор положения производится путем ручного (манипулятором типа «мышь») перемещением маркерной линии по экрану дисплея и фиксации ее положения при визуальном совмещении с исследуемой дорожкой геля. В автоматическом режиме положение маркерных линий устанавливается в соответствии с распределением дорожек автоматически путем анализа изображения геля. Вдоль заданной линии в каждом пикселе изображения производится измерение интенсивности свечения и построение графика ее распределения – профилограммы. 

С целью сглаживания профилограммы применяется усреднение значений для пикселей в линиях, находящихся в заданной окрестности профилограммы, а также усреднение значений для соседних пикселей маркерной линии. Иными словами, осуществляется дополнительная цифровая обработка в скользящем окне с заданными размерами.

На рис.10.11 приведен пример изображения геля с построенными для выделенных дорожек профилограммами.
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Рис.10.11. Изображение геля и профилограммы распределения интенсивности свечения ПЦР продуктов вдоль выделенных линий .


Построение профилограммы с целью сглаживания целесообразно сопровождать операцией дискретной свертки в скользящем вдоль профиля окне с вычислением среднего значения отсчетов яркости для каждого положения скользящего окна: Iср=[1/(mxn)][H], где H=mxn маска из mxn элементов, причем, m=2k+1, n=2k+1.

Координаты максимумов профилограммы позволяют определить размер фрагментов ДНК, а значения максимумов могут быть использованы в качестве грубой оценки количества ДНК, содержащейся во фрагменте. Для более точной оценки количества ДНК необходимо производить выделение фрагмента и суммирование значений интенсивностей его пикселей. 

Как и при построении профилограмм возможно два режима работы: интерактивный и автоматический. В интерактивном режиме производится формирование прямоугольной рамки с регулируемыми размерами, перемещаемой по экрану монитора с помощью манипулятора. Границы рамки устанавливается с небольшим превышением внешних границ люминесцирующих фрагментов, размер которых в геле приблизительно одинаков. При совмещении центра рамки с центром изображения исследуемого фрагмента производится подсчет суммарной интенсивности свечения пикселей, попавших в рамку. Фиксация центра рамки, совпадающего с центром фрагмента, обеспечивает одновременно получение значения координаты фрагмента, пропорциональной его размеру.

При автоматическом режиме производится анализ изображения и определяются координаты центров тяжести фрагментов, в которые последовательно выводится центр рамки заданных размеров и производится суммирование пикселей изображения, попавших в ограничиваемое ею окно. 

Результаты измерений запоминаются в виде таблицы, в которой указывается порядковый номер фрагмента и его количественные характеристики. Ниже показан пример окна программы с изображением геля выделенными фрагментами и результатами количественного анализа, представленными в табличной форме.
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Рис.10.12. Таблица результатов измерений количества ДНК, в указанных фрагментах изображения геля.

Как следует из вышеизложенного, количество ДНК фактически есть не что иное, как условный объем трехмерной фигуры, границы которой определяются формой видеосигнала, получаемого при сканировании изображения анализирующей апертурой передающего устройства телевизионной системы (рис.10.13).
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Рис.10.13. Распределение энергии сигнала в пятне, соответствующем люминесцирующему фрагменту ДНК.и трехмерная (3D) модель части изображения геля, содержащего пробы ДНК с различными интенсивностями свечения, отображаемыми по вертикальной координате (высоте) модели.

Определение условного объема и пропорционального ему количества ДНК, содержащегося в люминесцирующем фрагменте, осуществляется либо путем суммирования отсчетов яркости, превышающих заданный порог, при автоматическом анализе, либо путем суммирования отсчетов яркости, попавших в измерительную рамку, при интерактивном анализе.

Информационные технологии в диагностике инфекционных заболеваний методом ПЦР

Автоматизированная диагностика

В диагностических ПЦР-лабораториях, при большом потоке пациентов, медицинскому персоналу требуются значительные трудозатраты для заполнения текущего журнала входными данными. Опыт работы ведущих диагностических центров г. Москвы показывает, что ежедневно необходимо вручную обрабатывать сведения о 300-500 пациентах, каждый из которых диагностируется на 3-10 инфекций, и в зависимости от количества и разнородности диагностируемых инфекций распределять клинические материалы в гелях. 

Сокращение трудозатрат путем автоматизации процессов регистрации пациентов и результатов исследований, учёта дорогостоящих клинических материалов и их  распределения в гелях является весьма актуальной задачей, которая может быть успешно решена при использовании телевизионно-вычислительных методов обработки изображений  в сочетании с методами организации баз данных.
Производственный процесс в автоматизированной ПЦР-лаборатории, который можно условно разделить на следующие составные части:

1. Ввод в ЭВМ данных о пациентах;

2. Создание оптимальной виртуальной модели распределения клинических материалов в гелях для пациентов на текущий день работы лаборатории;

3. Проведение ПЦР и электрофореза в соответствии с виртуальной моделью;

4. Регистрация изображений гелей с люминесцирующими ПЦР - продуктами;

5. Автоматизированная диагностика по телевизионным изображениям гелей;

6. Выдача результатов и их сохранение в базе данных;

7. Сортировка и поиск при анализе работы ПЦР – лаборатории.

На первом этапе в ЭВМ вводятся основные и дополнительные данные о пациентах на текущий день работы лаборатории. К основным данным относятся порядковый номер пациента, его Ф. И. О. ,перечень диагностируемых инфекций, дата, идентификационный номер пробирки. К дополнительным относятся Ф.И.О. врача, наименование организации и т.п.
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Введенная информация в табличной форме заносится в базу данных. В массиве исходной таблицы строки содержат информацию, идентифицирующую пациента (порядковый номер пациента, Ф.И.О., идентификационный номер пробирки, наименование организации), а столбцы – информацию о диагностируемых инфекциях.
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На втором этапе, исходя из имеющейся системы ограничений: количества лунок в геле, номенклатуры тест-систем, номенклатуры диагностируемых инфекций для каждого отдельного пациента и т.п., производится распределение клинических материалов и создание виртуальных моделей гелей. Алгоритм распределения основан на последовательных просмотрах исходного массива таблицы с выбором из него данных по определенным условиям, например, пробы распределяются в порядке убывания их количества для различных типов инфекций. Алгоритм распределения может быть более сложным при необходимости одновременного распределения в геле лунок с, так называемыми, мультиплексными тест-системами, с помощью которых в одну лунку закладывается набор для одновременного тестирования нескольких инфекций.

На третьем этапе в соответствии с виртуальной моделью распределяются клинические материалы в реальных гелях и проводится электрофорез. Соответствие реальных гелей виртуальным моделям является непременным условием для последующей автоматизированной диагностики по их изображениям, поскольку устанавливается взаимно-однозначного соответствие между изображениями люминесцирующих фрагментов и идентификационными данными пациентов.

На четвертом этапе производится регистрация с помощью видеосистемы изображений гелей. Изображения запоминаются в отдельных файлах или специальной базе данных изображений с именами, соответствующими их виртуальной модели.

На пятом этапе необходимо установить взаимно-однозначное соответствие между изображениями гелей и идентификационными данными пациентов, содержащимися в базе данных. Взаимосвязи устанавливаются в процессе диагностики. Последовательность действий врача при автоматизированной диагностике инфекций сводится к следующим операциям:

1. Указывается гель из набора виртуальных моделей;

2. Открывается файл изображения, соответствующий выбранной виртуальной модели;

3. Нумеруются дорожки геля;

4. Производится указание дорожек геля, содержащих положительные пробы;

5. Не указанные дорожки идентифицируются как содержащие отрицательные пробы.


Рассмотренных операций оказывается достаточно, чтобы установить взаимно-однозначное соответствие между разметкой изображения геля, его виртуальной моделью и идентификационными данными пациентов.


На шестом этапе производится выдача результатов для каждого пациента в отдельности по выбранной форме, в соответствующие графы которой заносятся данные пациента и данные диагностики (положительный или отрицательный диагноз).


Результаты диагностики сохраняются в базе данных, которая может быть использована при необходимости для сортировки и поиска по определенным критериям отбора при анализе деятельности ПЦР - лаборатории за отчетный период. Предлагаемая информационная технология охватывает практически все стадии производственного процесса в ПЦР-лаборатории (прием анализов, подготовку проб, электрофорез, регистрацию результатов электрофореза, диагностику, выдачу заключений, статистическую обработку и подготовку отчетов о работе лаборатории) и позволяет снизить трудозатраты на проведение исследований, уменьшить количество субъективных ошибок, сократить расход реактивов [47]. 
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Рис.10.19. Пример окна для автоматизированной диагностики по изображениям гелей

Программное обеспечение для анализа изображений продуктов ПЦР

Программа GEL Explorer [48] предназначена для съемки и анализа изображений гелей с продуктами полимеразной цепной реакции (ПЦР) и может быть использована для автоматизации процесса исследования полученных проб с целью их идентификации, например, при диагностике инфекционных и наследственных заболеваний методом ПЦР и обеспечивает выполнение следующих функций:

1. ввод изображений гелей с усреднением за заданное время непрерывной съемки;

2. отображение изображений в выбранном диапазоне яркости;

3. редактирование введенных значений с целью поворота на заданный угол;

4. отображение двух изображений для сравнительного анализа внешнего вида и количественных характеристик;

5. получение основных количественных характеристик изображений: количества ДНК и молекулярной массы во фрагменте, содержащем продукты ПЦР;

6. получение гистограммы распределения яркости,

7. получение профилограмм яркости вдоль заданных прямых линий;

8. ведение журнала учета анализируемых проб;

9. конструирование виртуальных моделей гелей для оптимального распределения в них клинических материалов;

10. автоматизированное заполнение журнала учета данными диагностики и оформление заключения;

11. сохранение результатов съемки и анализа на магнитном носителе;

12. возможность документирования на принтере полученных результатов.
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Рис.10.20. Некоторые экранные формы подпрограмм пакета Gel Explorer.
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