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ABSTRAKT

Prace se vénuje aktualizaci aplikace pro sefizeni biochemického microarray analyzatoru
Array Reader C-series spolecnosti BioVendor. Nejprve obecné definuje a rozdéli chemické
analyzatory; nasledné popise jejich fyzikalni principy. Dalsi kapitoly shrnuji poznatky o
microarray testech, které jsou vyuZzivany pravé analyzatory microarray a jsou popsany je-
jich chemické a fyzikalni principy. Dale se prace zabyva jakosti a jeji kontrolou a sefizenim
pristrojli. Kratce se prace vénuje také .NET Frameworku, softwarové platformé, pomoci
niz je implementovana prakticka ¢ast prace. V zavéru teoretické Casti je nasledné popsan
samotny Array Reader C-series. Prakticka cast dokumentuje stavajici aplikaci pro sefi-
zeni. Na zakladé osobnich zkusenosti se stavajici aplikaci je vytvoren a podrobné popsan
navrh nové aplikace. Hlavni Glohou nové aplikace by mélo byt zprehlednéni, zjednoduseni
a automatizace sefizovaciho procesu. Dale prace popisuje implementaci navrhu aplikace
vCetné vsech automatizacnich procesti. Zavér prace srovnava plvodni verzi a novou verzi
aplikace z hlediska ¢asové narocnosti a uzivatelského komfortu. Aplikace byla vyhodno-
cena jako lepsi z hlediska casové narocnosti i uzivatelského komfortu oproti své pivodni
verzi. Aplikace byla dale rozsitena pro fluorescencni analyzator a pro oba pristroje byla
vytvorena i odvozena aplikace pro servisni sefizeni. VSechny Ctyfi aplikace jsou jiz imple-
mentované do softwaru spolecnosti BioVendor a uzivaji se pti bézném provozu.

KLICOVA SLOVA

analyzator, microarray, Array Reader C-series, sefizeni, OpenCV

ABSTRACT

Thesis deals with actualization of application for adjustment of the chemical analyser
Array Reader C-series developed by company BioVendor. At the beginning it defines and
sorts out chemical analysers; then describes their physical principles. Following chapters
sum up knowledge about microarray analysis and describes it's chemical and physical
principles. Furthermore, the thesis deals with quality and it's management and machine
adjustment. In the thesis is also mentioned .NET Framework — software platform that will
be used in the practical part of the thesis. At the end of the theoretical part is described
Array Reader C-series. Practical part documents current application for adjusting the
analyser. Based on personal experiences with the adjusting application was created and
thoroughly described concept of a new adjusting application. Main task of this new
concept should be simplification and automatization of the adjusting process. After
that implementation of the new concept is described including automatation processes.
In the end of this thesis both original and new versions are compared with regards to
time consumption and user experience. Newer version of the application was evaluted
as better than it's previous version in light of time consumption and user experience.
Application was expanded for fluorescent analyzer and for both types of analyzers were
developed derivated applications for service adjustment. Each of these applications was
implemented to the software of BioVendor company and is used on daily basis.
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Uvod

V posledni dobé se v oboru modernich technologii neustale setkdvame s miniatu-
rizaci. Produkty se zmensuji za riznymi ucely, od vyssi ekonomicnosti, pres vyssi
efektivitu, az po modernéjsi design, nebo lepsi ergonomii. Miniaturizace se nevyhla
ani mediciné. Stale castéji slychame o nanoprenasecich 1éki ¢i nanovldknech, které
budou vyztuzovat cévy nejen kardiologickych pacienti. Muzeme ji sledovat i v labo-
ratorni medicinské technice. Proto se tato prace zaméruje na technologii microarray;,
jenz umoznuje analyzu vysokého poctu testil, na vysokém poctu vzorkua v kratkém
case. Postupné jsou v préaci popsany chemické principy testii, fyzikalni principy ana-
lyzatort pro testy a kratkad ¢ast je vénovana i .NET Frameworku, jenz hral dlohu
v navazujici bakalarské praci. Jelikoz o technologii microarray neni prilis mnoho uce-
lenych informaci, pti tvorbé této préace se vyuzivalo predevsim dokumentaci konkrét-
nich ptistrojt. Navazujici bakalarska prace bude zamétrena na sefizovani konkrétniho

analyzatoru microarray, a proto i tato prace se bude tomuto tématu vénovat.
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1 Chemické analyzatory

Chemické analyzatory se v Ceské republice masové rozsfiily do chemickych a bioche-
mickych laboratori v 90. letech minulého stoleti. Jejich tikolem byla automatizace
chemickych testi, které se do té doby provadély manualné. Automatizace vedla
zejména ke zvyseni efektivity a casto i ke snizeni nakladii na dané testy. Chemické
analyzatory se vyuzivaji v infekéni sérologii, imunologii, molekuldrni diagnostice,
veterinarni diagnostice a mnoha dalsich odvétvich mediciny. Métfi se pomoci nich
koncentrace Sirokého spektra latek, a to od nejruznéjsich proteint (inzulin, CPR,
imunoglobuliny apod.) pfes vitaminy az po stopové prvky.

Chemické analyzatory lze ¢lenit podle mnoha parametrii; nejcastéji se rozdéluji
do dvou zédkladnich skupin - analyzatory pracujici s kapalnymi ¢inidly a analyzatory

pracujici se suchymi ¢inidly. [17]

1.1 Analyzatory pracujici s kapalnymi cinidly

S kapalnymi cinidly pracuji spise velké chemické analyzatory. Vétsinou vyuzivaji
fotometrické metody nebo méreni iontové selektivnimi elektrodami. Obsahuji karusel
s vétSim poctem reagencii a umoznuji tedy stanoveni vice analyti. Stejné tak maji
i vzorkovy karusel, diky némuz mohou stanovovat analyt pro vice pacientii najednou.
Reagencie a vzorky se pipetuji davkovacem do reakénich nadobek, které mohou byt
soucasné i méricimi kyvetami. Zptsoby méreni se lisi pristroj od pristroje. Nalézaji
uplatnéni v imunodiagnostice, kardiologii, hematologii a v mnoha dalsich odvétvich

védy a mediciny. [17]

1.2 Analyzatory pracujici se suchymi Cinidly

Cinidla, ktera slouz{ k detekei danych chemickych latek nepipetuje piistroj do vzorkt
v kapalném stavu, ale jsou naneseny na mikrotitracni desticky, prouzky (stripy),
sklicka ¢i gely. Analyzatory vyuzivaji pro detekci nejc¢astéji principy kolorimetrie,
potenciometrie a imunochemie. Znamym zastupcem takového analyzatoru je gluké-
zovy analyzator Reflotron. Do této skupiny se taktéz radi analyzatory microarray.
17
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2 Fyzikalni principy chemickych analyzatorii

Chemické analyzatory meéri rizné veli¢iny jako napt. absorbanci, turbiditu ¢i flu-
orescenci. Podle mérenych veli¢in se 1isi konstrukce analyzatori a moznosti jejich
uplatnéni. Tato kapitola predstavi veli¢iny, které chemické analyzatory vyuzivaji

nejcastéji a priblizi moznosti jejich vyuziti.

2.1 Absorbance

Absorpéni analyzatory fungujici na principu optické metody zvané spektrofotomet-
rie. Podle ni je koncentrace zkoumaného zbarveného roztoku primo timérna intenzité
proslého svétla. V absorpcnim analyzatoru tedy najdeme zdroj svétla a monochro-
mator (svétlo musi mit uréitou vinovou délku). Svétlo prochazi vzorkem, jeho utlum
je méren detektorem umisténym za mérenym vzorkem. Vyuziva se vinovych délek
nejen viditelného, ale i ultrafialového nebo infracerveného svétla. Mérenou veli¢inou
je v pripadé spektrofotometrie absorbance, jejiz vztah popisuje Lambert-Beeruv za-
kon (rovnice 2.1),

A=¢€c (2.1)

kde A je absorbance, € je molarni absorpéni koeficient, [ je tloustka vzorku a c je
koncentrace vzorku. Pfi naméreni absorbance daného vzorku pro nékolik vinovych
délek se ziska absorpéni spektrum. Z absorpcéniho spektra se urcéi absorpéni maxi-
mum — vinova délka, pti které je absorbance nejvyssi. S touto vinovou délkou se
poté méri absorbance vzorkil pro znamé koncentrace. Smérnice vzniklé kiivky ze
znamych hodnot pro koncentrace popisuje prfimou timéru mezi koncentraci a absor-
banci. Na obrazku 2.1 je blokové schéma spektrofotometru. [15, 16, 17, 23]
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Obr. 2.1: Blokové schéma spektrofotometrie
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2.1.1 Kolorimetrie

Kolorimetrie je zvlastni typ spektrofotometrie. Jeji princip je obdobny, avsak inter-
val vlnovych délek je ziZen pouze na viditelnou éast spektra (380-760 nm). Namisto
fotocitlivych prvki se jako detektori ¢asto vyuziva kamer. Pokud neméa dany vzorek
kalibrac¢ni kiivku (body o zndmych koncentracich), vystup analyzy nemd kvantita-

tivni charakter, ale pouze kvalitativni.

2.2 Fluorescence

Fluorescenéni analyzatory pracuji s fyzikdlnim jevem fluorescenci. Elektrony méte-
ného vzorku jsou pomoci zdroje excitacniho zafeni excitovany (vybuzeny do vyssiho
energetického stavu). PTi jejich ndvratu do stabilniho energetického stavu emituji
zareni, které snima druhy opticky systém (tzv. emisni) pomoci detektoru. Detek-
tor byva umistén kolmo k excita¢nimu zdroji, coz minimalizuje prenos nezadouciho
zareni. Budici spektrum z pravidla obsahuje jiné vinové délky nez spektrum vyzaro-
vané. PTi méreni fluorescence pro vice vlnovych délek vznika tzv. emisni spektrum.
Vyhodou proti absorpéni spektrofotometrii je vyssi citlivost, a to v nékterych pri-
padech az o &tyii Fady. Stejné tak se fluorimetrie vyznaduje vy$si specifitou. Utlum
proslého zareni u absorpéni spektrofotometrie totiz miize zapricinit ve vzorku jina
latka nez zkoumana. Zasadni nevyhodou je zavislost fluorescence na pH a teploté.

Na obrazku 2.2 je blokové schéma fluorimetrie. [17, 23]
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Obr. 2.2: Blokové schéma fluorimetrie
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2.3 Luminiscence

Luminiscence je jev, popisujici samovolné zareni nékterych chemickych latek. Toto
zareni vznikd jako zbytek tepelného zareni latky. Luminiscence vznikd bud v di-
sledku fluorescence (cizi zateni vybudi latku do vyssiho energetického stavu) nebo
fosforescence (elektron prekond pomoci tunelového jevu potencidlovou bariéru a pro-
tuneluje do vrstvy s vyssi energii). Principu fosforescence vyuzivaji pravé luminis-
cen¢ni analyzatory; snimaji vzniklé zareni pomoci fotonasobice nebo kamery. Latky,

u nichz mizeme pozorovat jev luminiscence, nazyvame luminofory. [25, 17, 23]

2.4 Nefelometrie a turbidimetrie

Nefelometrické a turbidimetrické analyzatory vyuzivaji vzorky s koloidnimi c¢asti-
cemi. Na téchto koloidnich ¢asticich dochazi pri priichodu svétla k tzv. opalescenci
(neboli Tyndallovu jevu) - lomu svétla. V turbidimetrii se méfi pokles intenzity
proslého zatreni oproti vstupujicimu zareni. Pokles intenzity zptsobuje odklon od
puvodni trajektorie vlivem lomu na koloidnich ¢asticich. Obdobou spektrofotomet-
rické absorbance je turbidance. Zdroj zareni, vzorek a detektor jsou pii turibidimetrii
v jedné ose. U nefelometrie je kyveta se vzorkem umisténa kolmo k detektoru a méri
intenzitu rozptyleného zareni vystupujiciho z kyvety. V praxi se tyto metody vyuzi-
vaji nejcastéji ke stanoveni proteini v krvi. Do vzorku krve se prida protilatka proti
meérenému proteinu. Dochézi k precipitaci a vzniku komplexti antigen-protilatka.
Konkrétnim piikladem muze byt stanoveni CRP (C-reaktivni protein), které stoupa
pri bakteridlnich infekcich, nebo imunoglobulint typi G, A a M, jez napoméahaji
v diferencialni diagnostice chronickych onemocnéni jater. Na obrazku 2.3 jsou blo-

kova schémata nefelometrie (vlevo) a turbidimetrie (vpravo). [24, 17, 23]
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Obr. 2.3: Blokové schéma nefelometrie (vlevo) a turbidimetrie (vpravo)
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3 Microarray testy

Chemické analyzatory vyhodnocuji riizné fyzikalni veli¢iny po reakci vzorki s pfi-
danymi reagenciemi. V dnesni dobé nabyvaji stale vétsi dilezitosti tzv. microarray
testy. Na nosic¢ich vzorku (sklicka, gely nebo jamky v mikrotitra¢nich destickach)
jsou naneseny antigeny jako tzv. spoty. Po pridani vzorku reaguji protilatky s anti-
geny na nosici. Jedna se o tzv. multiplexni metody; v jednom nosném médiu miize
probéhnout nékolik testti zaroven. Principy reakci spoti a vzorku jsou standardné

zalozeny na imunochemickych metodach.

3.1 Nosic¢e vzorku

Analyzatory microarray (detailnéj$imu popisu analyzatori microarray se budou vé-
novat nasledujici kapitoly) pracuji s riznymi typy nosicu (média, na nichz jsou
naneseny antigeny a po pridani vzorku dochézi k chemické reakci). Standardnim
nosicem vzorku jsou mikrotitracni desticky. Setkat se muzeme také se sklicky, gely

nebo prouzky (tzv. stripy).

3.1.1 Mikrotitracni desticky

Mikrotitracni desticky jsou plastové nebo kovové desticky s jamkami, do kterych
se v ramci testu pipetuji vzorky. Desticky maji standardné 96 jamek (8 sloupcu
na 12 rad), 384 jamek (16 sloupct na 24 fad) popf. i 1536 jamek (32 sloupct na 48
fad); mezi sloupci a fadami je dodrzen pomér 2:3. V dnesni dobé jsou naprostym
standardem chemickych a biochemickych analyzac¢nich metod. Pracuji s nimi nejen
analyzatory microarray, ale i spousta dalSich chemickych pristroji. Kromé analyza-
tora také napt. termocyclery pro Polymerase Chain Reaction - polymerdzovd rete-
zovd reakce (PCR). Stejné tak jsou pro né vyvijeny dalsi laboratorni pfistroje jako
trepacky, centrifugy nebo umyvaci nastroje. K pipetovani vzorkia do mikrotitracni
desticky je Casto vyuzivano multipipetorti. Casto se miZzeme setkat se specialné
upravenymi mikrotitracnimi destickami, na jejichz dné je jsou naneseny reagencie
(tzv. spoty) pro biochemické testy (typickym prikladem jsou Enzyme-Linked Im-
munoSorbent Assay - enzymoimunoanalyza v heterogennim prostredi (ELISA) test).
Mikrotitracni desticka je na obrazku 3.1. Na obrazku 3.2 je uprostied vyobrazeno

dno mikrotitracni desticky s priklady antigent. [20, 21, 22]
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Obr. 3.1: Mikrotitra¢ni desticky [39]
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Obr. 3.2: Nakres rozlozeni antigent ve vzorku [40]
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3.1.2 Sklicka

Sklicka jsou principidlné podobna mikrotitra¢nim destickdm. Jejich vyhodou je,
ze dokazi pracovat s nizsim objemem vzorku (10 pl). Stejné tak je na sklicku nane-

seno i niz$i mnozstvi reagencii. [17]

3.1.3 Gely

Zobrazovani agarovych ¢i akrylamidovych geli je dalsi z odvétvi digitalnich labo-
ratornich metod. Velice casté je zachycovani vysledkt z elektroforézy. Gely se nej-
castéji zpracovavaji pomoci kolorimetrickych ¢i fluorescenénich metod. Sklicka jsou
vyhodnocovany stejné jako mikrotitra¢ni desticky pomoci kolorimetrickych nebo flu-

orescencnich analyzatori. [17]

3.1.4 Stripy

Stripy jsou uzké prouzky s nanesenymi antigeny. Vyhodnocovat se mohou pomoci
chemickych analyzatora (napr. testy moci nebo stanoveni mnozstvi glukdzy v krvi)
nebo pouze vizudlné (pH papirky). Stejné jako u mikrotitracnich destic¢ek i u stripu
se velice casto uziva imunochemickych metod. Priklad stripu s antigeny je na levé
strané obrazku 3.2.

Stripy se Casto pouzivaji v tzv. western blot analyzach, jez slouzi ke kvantifikaci
urc¢itého proteinu ve smési jinych proteinti. Proces probiha nésledovné. Nejprve jsou
proteiny elektroforeticky rozdéleny podle své molekulové hmotnosti. Gel se prilozi
na specialni membranu a proteiny se prenaseji z gelu na membranu pomoci ptisobeni
elektrického proudu. Zaporné nabité proteiny migruji na povrch membrany. Povrch
membrany se tzv. zablokuje (povrch membrany nespecificky vaze vSechny proteiny;
prida se levny protein, ktery se navaze na povrch a protilatky proti hledanému
antigenu se poté vazou pouze na dané antigeny a ne na povrch membrany). Na sta-
novovany protein se vazi primarni protilatky a na ty se posléze vazou sekundarni
znacené protilatky (fluorescencné nebo chemiluminiscenéné). Mnozstvi fluorescenc-
niho nebo chemiluminiscenéniho zafeni je primo imérné mnozstvi stanovovaného

proteinu. [18, 19]
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4 Imunoanalytické metody

Nosic¢e vzorkili, vyuzivané v microarray testech, velice ¢asto pracuji na principech
imunochemickych metod. Jedna se o metody, u nichz dochazi k reakci protilatky
s antigenem. Reakce je Casto doprovazena tzv. imunoprecipitaci (srazenim). Moderni
imunoanalytické metody rozdélujeme na:

o radiometrické,

« enzymové na fotometrickych principech,

» fluorescencni,

e luminiscencni.
Radiometrické metody nejsou predmétem této prace, jelikoz se u nich nevyuziva
klasickych analyzatorti. Navic jsou v dnesni dobé nahrazovany jinymi metodami,
predevsim kvili radiac¢ni zatézi pro perosndl, jenz provadi analyzy. Ptrirozenou na-

hradu za latky znacené radionuklidy pfinesly enzymy. [17]

4.1 Enzymové metody na fotometrickych principech

Jak jiz bylo Teceno, enzymové metody viceméné nahradily metody radiometrické.
Nejcastéji vyuzivanymi enzymy v imunoanalytické chemii jsou peroxidasa (POD)
a alkalickd fosfatasa (ALP) diky jejich schopnosti katalyzovat reakce, pri nichz vzni-
kaji barevné produkty. Ty se nasledné mohou vyhodnocovat chemickymi analyza-
tory.

Metody mitzeme rozdélit na kompetitivni a nekompetitivni. Zastupcem kom-
petitivnich metod je Enzyme immunoassay - enzymoimunoanalyza v homogennim
prostredi (EIA), zastupcem nekompetitivnich metod je ELISA. [17]

4.1.1 Enzymoimunoanalyza v homogennim prostiedi (EIA)

EIA vyuzivd antigen (stejny jako stanovovany analyt), jenz je znaCeny enzymem
(nejcastéji gluko-6-fosfatdehydrogendza) a specifické protilatky. Po smichani vzorku
s analytem, zna¢enym antigenem (konjugédtem) a protilatkou (v limitovaném mnoz-
stvi) dochazi ke ,kompeti¢ni soutézi“ mezi analytem a konjugatem o omezené mista
protilatky. Mnozstvi analytu ve vzorku je poté primo imérné enzymové aktivité
nenavazaného konjugatu (konjugat ztraci enzymovou aktivitu po navazani na pro-
tilatku).

Setkat se muzeme i s fluorimetrickou EIA. Po pridani substratu nevznika barevny

produkt, nybrz produkt s fluorescencénimi vlastnostmi. [17]
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4.1.2 Enzymoimunoanalyza v heterogennim prostiedi (ELISA)

ELISA je zaloZena na interakci antigenu a protilatky, pricemz na jedno z nich je na-
vazan enzym. Nejcastéji se navazuje protilatka na dno jamek mikrotitracnich desti-
¢ek nebo na plastové kulicky. Po pridani vzorku dochazi ke vzniku vazby antigen-
protilatka. Nenavazany antigen se odstrani promytim a prida se druhd protilatka
proti stejnému antigenu, na niz je navazan enzym. Znacenda protilatka se navaze na
antigen a nenavazana protilatka se odmyje. Prida se substrat a mnozstvi zjistova-

ného analytu je primo timérné enzymové aktivite.

4.2 Luminiscen¢ni metody

Metody lze rozdélit na chemiluminiscenéni a bioluminiscenéni. Bioluminisceéni vyu-
zivaji k detekci enzymy, a proto je mozné je radit i mezi EIA s luminiscnenéni detekei.
Pti chemiluminscenc¢nich metodach produkt reakce analytu s urcitou reagencii vy-
zaluje svetelné zareni, nebo méa reagencie luminiscencni vlastnosti a po reakci jsou
tyto vlastnosti inhibovany. Jako reagencie se pouzavaji luminol, isoluminol, derivaty

adamantanu apod. [17]

4.2.1 Luminiscen¢ni imunoanalyza (LIA)

LIA Ize rozdélit na kompetitivni a nekompetitivni. Metody Chemiluminescent immu-
noassay - chemiluminiscencni imunoanalyza (CELIA) a Immunoluminometric assay
- imunoluminometrickd analyza (ILMA) jsou paralelou metody EIA, misto enzymu
na sobé vsak maji navazané luminofory. Enzymatické a luminscenéni metody mohou
byt kombinovany (napt. pokud reakce substratu a enzymu u metody EIA nevede

ke zméné barvy vzorku, ale k luminiscenci). [17]

4.3 Fluorescen¢ni metody

Fluorescencéni metody maji oproti spektrofotometrickym metodam vyssi citlivost.
Zastupcem flurescencnich metod mtize predstavovat Fluorescent Immunoassays -

fluorescencni imunoanalyza (FIA). [17]

4.3.1 Fluorescencni imunoanalyza (FIA)

Jednd se opét o anabazi EIA, misto enzymu je tentokrat navazan ligand s fluorescenc-
nimi vlastnostmi. Setkat se muzeme i s pokrocilejsimi metodami, jako napt. Time-

resolved fluorescence immunoassay - fluorescencni imunoanalyza rozloZend v case
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(TR-FIA), u které se méri casové prodlevy mezi excitaénim svétlem a emitovanym
svétlem.

Pokud osvitime fluorofor polarizovanym svétlem, bude emitovat opét polarizo-
vané svétlo. Tohoto principu vyuziva Fluorescence Polarization Immunoassay - flu-
oresencni polarizovand imunoanalyjza (FPIA), jenz slouzi k stanovovani koncentrace

malych molekul (po navazani na protilatku se vyrazné méni smér polarizace). [17]
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5 Analyzatory microarray

Analyzatory microarray umoznuji ¢teni tzv. microarray testi. Jsou k dostani v mnoha
variantach, a to i v tzv. multimodalnich provedenich. Pro detekci biochemickych
parametri se vyuziva zejména kolorimetrie, absorpce svétla, luminiscence a flu-
orescence. Diky vétsimu poctu éinidel v jamkach! mikrotitraéni desticky a vyso-
kému poctu samotnych jamek lze vyhodnocovat sirokou skalu testl, a to navic sou-
¢asné pro vice vzorkl. Své uplatnéni nasly zejména v medicing, farmacii, vyzkumu
a v mnoha dalsich odvétvich. Testy provadéné v analyzatorech microarray mohou
mit jak kvalitativni, tak kvantitativni charakter. [1, 2, 3, 4, 5]

5.1 Komponenty microarray analyzatoru

Mezi zakladni komponenty analyzatori muzeme zaradit posuvny systém vzorku
(a/nebo posuvny systém optického detektoru), detektor, osvétleni, dopliujici elek-

troniku a pocitac. Zjednodusené blokové schéma je na obrazku 5.1. [6, 7, 8, 9]

Vodice

EECR Nosic se vzorky

Mechanika pojezdu Motor

Panel s osvitem

Obr. 5.1: Blokové schéma analyzator microarray

5.1.1 Optické detektory

Jako optické detektory se vyuzivaji zejména CCD cipy, CMOS ¢ipy, fotodiody nebo

fotonasobice. Jednotlivé typy detektort jsou popsany v nasledujicich odstavcich.

Inékdy také oznacoviny anglicismem ,,well“
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CCD cipy

CCD ¢ipy jsou zarizeni ke konverzi energie viditelného svétla na energii elektrickou.
Sestava ze tii vrstev. Na kovové kladné nabité elektrodé je ulozen kremikovy plat,
ktery je izolovan vrstvou oxidu kifemic¢itého. Fotony dopadaji na atomy kremiku,
kde vlivem fotoelektrického jevu dochazi k uvolnéni elektronii. Elektroda pritahuje
elektrony v disledku Coulombovskych sil. Déle se elektrony na elektrodé po radach
presunuji z pixelu na pixel, az na krajni ¢idlo s vlastni sadou elektrod (posuvny
registr). Tento pohyb je zajistén gradientem napéti v jednotlivych faddch. V posuv-
ném registru se elektrony posunuji naopak po sloupcich az ke konci zatizeni, kde je
nacita termindl jako kontinualni signdl. Signdl je zesilen a kvantovan A/D pfevod-
nikem. Cely proces trva tak dlouho, dokud neni ziskana hodnota kazdého pixelu.
Pokud se tento proces opakuje alespon pétadvacetkrat za vterinu, vznika plynuly
obraz. Schéma CCD ¢ipu je na obrazku 5.2. [10]
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Obr. 5.2: Schématické zobrazeni CCD ¢ipu (Vy, Vs - gradientni napéti v sloupcich,

H,, Hy - gradientni napéti v posuvném registru, V,,, - vystupni napéti) [38]
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CMOS cipy

CMOS cip je dvourozmérné pole fotodiod, kde kazda mé sviij vlastni zesilovac¢ a muze
byt tedy piimo adresovana. Vyhodou oproti CCD ¢ipum je tedy jednodussi kon-
strukce, naproti tomu zesilovace zabiraji misto, takze plocha CMOS ¢ipu neni citliva
cela. [10]

Fotodiody

Fotodioda je elektrotechnicka soucéastka, kterd funguje obdobné jako béznéa dioda,
avsak pri jejim osvétleni dochazi na jejim povrchu k uvolnéni elektronti diky vniti-
nimu fotoelektrickému jevu. V zavérném sméru se tedy stava fotodioda vice pro-

pustnd. [11]

Fotonasobic

Fotonasobic je vakuova elektronka. Obsahuje fotokatodu, vstupni elektronové optiky,
systém dynod a anodu. Na fotocitlivou katodu dopada foton a diky fotoelektrickému
jevu uvolni elektron. Elektron dopada na prvni dynodu (dynoda méa kladny poten-
cidl) a uvolnuje z ni dalsi elektrony (tzv. sekundarni emise). Ty jsou pfitahovany
k dalsim dynodam, jelikoz potencialy dynod se od fotokatody smérem k anodé zvy-
suje a proces se opakuje. Konecné elektrony dopadaji na anodu a vznika vystupni

signal. Na obrazku 5.3 je vyobrazeno schéma fotondsobice. [12, 13]
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Obr. 5.3: Schéma fotondsobice [37]
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5.1.2 Posuvny systém

Posuv mikrotitracni desticky vétsinou probiha ve tfech na sebe kolmych osach. Dveé
slouzi k posuvu vzorku v horizontdlni roviné. Tento posuv zajistuje umisténi kon-
krétni jamky pod snimaci detektor. Pohyb ve vertikalni roviné zajistuje tpravu
hloubky ostrosti detektoru vzhledem k aktualnimu vzorku. K pohybu je vyuzivano

krokovych motori (obr. 5.4) nebo servomotort (obr. 5.5).

Krokové motory

Krokové motory jsou napajené stejnosmérnym proudem. Stator je tvoren z dvojic
protilehle ulozenych civek, jejichz poly maji stejné orientace. Pohyb rotoru probiha
vzdy jen do stabilni polohy v tzv. krocich. Tento princip umoznuje otacet motorem

s vysokou pfesnosti do zadanych poloh. [14]

Obr. 5.4: Krokovy motor [36]

Servomotory

Servomotory jsou motory, jez umoznuji natoceni osy hridele do presné dané polohy.
Jedna se v podstaté o klasicky elektromotor, jehoz poloha je kontrolovana snima-
¢em. Soucasti je také tidici elektronika, jez podle vstupnich PWM pulsi vypocita
zadanou pozici a otaci elektromotorem pozadovanym smérem. Jednoduchym snima-
¢em polohy muze byt potenciometr. Pfevodovkou je prenasen pohyb motoru nejen
na hiidel, ale i na jezdce kontrolniho potenciometru. Otacenim potenciometru se
zvysuje jeho odpor, ktery je méren ridici elektronikou. Jelikoz se potenciometr miize

otacet pouze v urcitém rozsahu, je casto limitované i maximalni natoceni osy.
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Obr. 5.5: Servomotor [41]

5.1.3 Osvit

Paleta pouzivanych osvitll v microarray analyzatorech je velice pestra. Volba osvitu
v pristroji se odviji zejména od fyzikalni metody, jiz dany pristroj vyuziva a typem
zkoumaného analytu ve vzorku. Bézné jsou xenonové vybojky, LED panely nebo
lasery pro ruzné tcely. Velice casté je taktéz pouziti monochromatori, pomoci kte-
rych se ziskava svétlo o konkrétni vinové délce (resp. tzky interval vinovych délek).
Princip spociva v rozdéleni svétla na optické mrizce ¢i hranolu a poté pomoci op-
tického systému fokusace tizkého intervalu vlnovych délek na vystupni stérbinu.
Monochromatické svétlo hraje dilezitou roli napt. ve spektrofotometrii pti ziskavani

absorp¢nich spekter.

5.1.4 Pocitac a dopliujici elektronika

Analyzatory se standardné ovladaji pomoci pocitace nebo rozhrani implementova-
ného primo do pristroje. Lze nastavovat konkrétni pribéhy testii, konfigurace, pozice
se vzorky na mikrotitrac¢ni desti¢ce a parametry vyhodnoceni. Doplnujici elektronika
sestava predevsim z fidici jednotky posuvného systému, ovladace k ménic¢tim kroko-

vych motort, pridavné kamery pro ¢teni carovych kédu, pridavné osvity apod.
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5.2 Analyza microarray

Jak jiz bylo Teceno, detektorem v analyzatorech microarray jsou nejcastéji kamery

(CCD a CMOS ¢ipy). Zakladnim kamenem pii analyze microarray je zpracovani

obrazu. Po dokonceni snimani vzorkid musi byt kazdy ze snimkt vyhodnocen. Pri

zpracovani obrazu jsou spoty na nosic¢i rozdéleny pomyslnou mtizkou a algoritmus

rozhoduje spot po spotu, zda reagovaly. Podle toho, které spoty reagovaly, je vyhod-

nocen diagnosticky vysledek testu. Na obrazku (5.6) je vyobrazen vysledek analyzy

jamky mikrotitrac¢ni desticky. Body s reagenciemi, jez zménily své chemické vlast-

nosti, jsou zvyraznény riznymi barvami. Obrazek je porizen z aplikace spole¢nosti

BioVendor.

Microplate analysis Wells

Micreplate manp u can modify the grid configuration by draggirg the control points. You can aso change the pos tion, shape, and other paramsters of selected spots

Comparison  Well detail  Calibratior graph  Intensity graph

Well: D8 Patient:

ST T AT T (44 TTTT

Analyze all wells

Obr. 5.6: Vysledek analyzy jedné jamky mikrotitracni desticky
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6 Jakost, kontrola jakosti a sefizeni pristrojt

Kvalita vyrobku se odviji od velkého mnozstvi parametrii, které jsou primo zavislé
na zpracovani vyrobku. Obecné vsak vSechny tyto parametry (a mnoho dalsich)
sjednocuje pojem jakost. Tato prace je s problematikou jakosti velice 1izce spjata.
Setizeni pristroje je jednou z mnoha metod pro korigovani vyrobnich nedokonalosti
a zajisténi popr. zvyseni jakosti. Kapitola blize popise jakost a jeji fizeni. Detailnéji
se poté zaméri na aspekty jakosti, které popisuji presnost a spolehlivost analyzac¢nich

pristroju a jejich korekce.

6.1 Definice jakosti

Jakost (také kvalita) je pojem, jenz podava informaci o vyrobecich ¢i sluzbach; cas-
tecné také zahrnuje informace o procesech tykajicich se téchto vyrobku ¢i sluzeb.
Existuje pro ni mnoho definic. NiZe jsou uvedené ty, které se dotykaji tématu této
préace. Jakost je:

o zpusobilost pro uziti,

» shoda s pozadavky,

e bezpecnost.
K dosazeni obecnych principti systému tizeni jakosti se vztahuje norma ISO 9001.
Pristroj pouzivany v praktické ¢asti je hodnocen jako zdravotnicky prostiedek; apli-
kuje se rovnéz norma ISO 13485. 26, 27]

6.2 Parametry jakosti

Pri stanovovani jakosti se posuzuji zejména pozadavky zakaznikt vyuzivajicich pro-
dukt ¢i sluzbu a legislativa tykajici se produktu.

Mezi pozadavky zakazniki (neboli parametry jakosti) mizeme zatradit nezavad-
nost, ovladatelnost, opravitelnost, spolehlivost, funkénost, bezpecnost apod. V kon-
textu této prace jsou dulezité pojmy funkcnost a spolehlivost. Funkénost je poza-
davek, aby pristroj konal spravné funkci, pro kterou byl navrzen; spolehlivost je
schopnost vyrobku plnit veskeré funkce v jakémkoli okamziku, aniz by nastala za-
vada.

Aby se pristroj mohl dostat na trh Evropského hospodarského prostoru, musi
byt oznacen znackou nezavadnosti CE. Pokud produkt obdrzi CE znacku, znamena
to, ze vyrobce zajistil bezpecnost uzivatele produktu, ochranu zivotniho prostiedi
a dodrzel vSechny nélezité smérnice. Mezi takové smérnice patii napt. smérnice The
Low Voltage Directive - elektrickd bezpecnost (LVD), Machinerz directive - smérnice

pro strojni zarizeni (MD)
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¢i Restriction of the use of certain Hazardous Substances in electrical and electro-
nic equipment - omezeni v pouZiti zakdzangch substancich v elektrickijch a elektro-
nickyjch zarizenich (RoHS). Produkt taktéz musi projit zkouskou FElectromagnetic
compatibility - elektromagnetickd kompatibilita (EMC).

Smérnice LVD pro pristroje nizkého napéti zarucuje vysokou ochranu uzivatele
pri uzivani elektrického zatizeni, a to i v pripadé poruchy. Smérnice RoHS zase ome-
zuje uziti nebezpecnych latek v elektrickych zarizenich. Zkouska EMC zarucuje, ze
pristroj je schopen spravné fungovat i v pritomnosti jinych zdroji elektromagnetic-

kych signélt a zaroven samo nevysila rusivé signaly. [42, 43]

6.3 Jakost biochemickych analyzatoru

Vzhledem k tématu prace bude dale priblizena jakost biochemickych analyzatort.
Presnost analyzatort se da posuzovat z hlediska variability vysledki méfeni, a to
konkrétné metrologii! takového zafizeni a reprodukovatelnosti vysledkt v ramci jed-
noho zatizeni. K zajisténi takovychto vlastnosti pristroje slouzi rizné procesy napft.
sefizeni. Predchazet nepresnostem meéreni se da pomoci pravidelnych kontrol.
Biochemické analyzatory se casto klasifikuji jako in-vitro diagnostické zdravot-
nické prostredky a musi spliiovat ptislusnou smérnici EU (v soucasnosti platnd smér-
nice 98/79/ES o diagnostickych zdravotnickych prostredcich in vitro). Zaméfuje se

predevsim na zvysenou ochranu uzivatelt vyrobku pii bézném provozu i poruse. [44]

6.4 Kontrola jakosti a sefizovani

Pro zajisténi presnych vysledkt z analyzy se kromé vhodnych komponent a dodrzeni
technologického postupu vyroby uplatinuje sefizovani pristroje a korekce vyrobnich
nedokonalosti. Cilem je dosdhnout opakovatelnosti shody pfi vyrobé libovolného
poc¢tu kusu danych pristroji. Tato serizovani jsou kritickymi a nepostradatelnymi
procesy v ramci zajistovani jakosti.

V zasadé se procesy mezi sebou mohou lisit rozsahem sefizeni, kvalifikaci osob
provadéjicich serizeni nebo frekvencemi provadéni takovychto procest. Po vyrobé
(popr. instalaci zarizeni a kazdé vétsi opravé) nasleduje tzv. predavaci zkouska.
Jejim tkolem je ovéreni, poprf. sefizeni pristroje tak, aby jeho detekéni parametry
odpovidaly hodnotam garantovanym vyrobcem. Ve vhodnych c¢asovych intervalech
poté nasleduji provozni zkousky. Jejich tkolem je sledovat, zda jsou mérené hodnoty
v toleranci stanovené vyrobcem a odhadovat kratkodobé zmény ve vysledcich méteni

a dlouhodobé trendy v pripadnych kratkodobych zménach.

Lvédni obor zabyvajici se vztahem mezi méfenou a skuteénou hodnotou dané veliciny
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Na zékladé vysledk zminénych zkousek (resp. k predchézeni nepfiznivych vy-
sledki dodavatelem) se provadéji korekéni procesy zahrnujici kalibrace (v pripadé
méricich piistroju) a sefizovani pristroju, jez provadi kvalifikovana osoba. K pripadné
korekci chybnych vysledki se provadéji méné narocné setizovaci procesy, které mo-
hou provadét i osoby bez kvalifikace (napr. laboranti vyuzivajici pristroj). Po vétsich
opravach je nutné pristroj znova seridit servisnim technikem nebo kvalifikovanym

pracovnikem dodavatele.

6.5 Instalacni, operacni a procesni kvalifikace

Instalac¢ni kvalifikace, operacni kvalifikace a procesni kvalifikace jsou dalsi z dilezi-
tych pojmu vztahujici se k tématu této prace.

Instalacni kvalifikace je dokumentované ovéreni toho, zZe technologie a zafizeni
(stroje, mérici zarizeni, podpurné systémy, pracovni prostory) odpovidaji schvale-
nému navrhu a doporucenim vyrobce.

Operacni kvalifikace je dokumentované ovéreni toho, zZe technologie a zafizeni
pracuji tak, jak je zamysleno (v kontextu této prace napt. bezvadné funguje po-
jezd, osvit zafizeni je vhodné serizen, kamera bezchybné sniméa analyzované vzorky
a software vSe spravné vyhodnocuje).

Obé procedury se provadéji pti instalaci nebo modifikaci zafizeni. [45]

Ve vztahu ke dvéma predeslym pojmtm se uvadi také pojem procesni kvalifikace.
Provadi se po tspésném dokonceni instalacni a operacni kvalifikace (v nékterych
pripadech zaroven s operacni kvalifikaci). Ukolem procesni kvalifikace je dokumen-
tované oveérit, ze prostory, systémy a zafizeni v podobé, v niz jsou propojeny, mohou
ucinné a reprodukovatelné pracovat podle schvaleného vyrobniho postupu a specifi-
kaci vyrobku. [46]

6.6 Interkoeficient a intrakoeficient variance

V problematice imunologickych testi se v mnoha publikacich mtizeme setkat s pojmy
interkoeficient a intrakoeficient variance. Intrakoeficient variance oznacuje smérodat-
nou odchylku vysledktt méteni z jednoho vzorku. Interkoeficient variance oznacuje
smérodatnou odchylku vysledki méfeni z vice vzorkl v ramci jednoho testu. Oba
tyto pojmy muzeme zaradit mezi dilezité parametry jakosti biochemickych analy-

zatoru (resp. testi pro né navrzenych). Pro dosazeni vysoké jakosti produktu musi

vV,
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7 .NET Framework

Pristroj mize byt sestrojen ze sebelepsich komponent, ale bez kvalitniho softwaru
je bezcenny. Nasledujici kapitola priblizi platformu .NET. Dale se bude vénovat
modernimu programovacimu jazyku C# a ¢ast kapitoly je také vénovana jazyku
C++/CLI. Jazyk C# bude vyuzit pii tvorbé praktické ¢asti prace. V praci bude
také vyuzit pro zpracovani obrazu ¢isty jazyk C++ bez platformy .NET.

7.1 Soucdasti .NET Framework

NET Framework je softwarova platforma pro vyvoj aplikaci pro OS Windows, ale
i mobilni zafizeni ¢i web. Snad nejdulezitéjsi casti platformy .NET jsou knihovny.
Jelikoz je dava k dispozici spole¢nost Microsoft, jsou knihovny moderni a aktualni.
Jsou také uzpusobeny pro spravnou funkci na OS Windows a dalsich produktech spo-
le¢nosti Microsoft. Pro dikladnéjsi priblizeni .NET Frameworku je nutné vysvétlit

pojmy: programovaci jazyk, Visual Studio a virtualni stroj (CLR). [31, 32]

7.1.1 Jazyk a virtualni stroj

Aplikace vyvijené s pouzitim .NET Frameworku nejsou kompilované ani interpreto-
vané. Kédy z riznych programovacich jazyku (napt. Visual Basic .NET, C# nebo
C++/CLI) jsou prelozeny do tzv. CIL spoleéné s datovymi soubory aplikace. Vy-
sledkem je soubor s priponou .exe ¢i .dll. Pfi spusténi jsou za pomoci virtudlniho
stroje (CLR) kompilovany do strojového kdédu jen ty ¢asti kédu, které jsou po-
trebné. Kromé toho se kompilované ¢asti cachuji (ukladaji do mezipaméti), takze
je neni nutné kompilovat vicekrat a dochazi ke zrychleni aplikace oproti klasickym

interpretovanym jazyktm.

C++/CLI

C++/CLI je nastavba programovaciho jazyku C++ od spolecnosti Microsoft. Jeli-
koz vychazi ze standardniho C++, je objektové orientovany. Snazi se o zjednoduseni
klasické C++ syntaxe a uzptsobeni pro préci s platformou .NET Framework. Z toho

plyne, Ze kéd je prelozeny do CIL a je spoustén pomoci virtualniho stroje.

C#

C# (jméno ma odkazovat na notu C o pil tén zvysenou - cis) je vysokouroviiovy
objektové orientovany programovaci jazyk vyvijeny spole¢nosti Microsoft pro plat-

formu .NET Framework. Je zalozen na jazycich C++ a Java, jeho syntaxe tedy
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vychazi z tradiéniho C. Jazyk je navrzen moderné, tak aby byly znalosti z C nebo
C-++ prenositelné, vyvoj aplikaci jednoduchy a aplikace byly univerzalné pouzitelné.
Nize (7.1) si muzete prohlédnout tradiéni ,Hello World*“ program v jazyce C#.
V jazyce C# bylo vytvareno prostiedi aplikace v praktické ¢asti prace. [28, 29, 30]

Vypis 7.1: Program HelloWorld v jayzce C#
// A Hello World! program in C#.

using System;

namespace HelloWorld

{
class Hello
{
static void Main ()
{
Console.WriteLine ("Hello World!");
// Keep the console window open in debug mode.
Console.WriteLine ("Press any key to exit.");
Console.ReadKey ();
}
}
}

© 00 N O O = W N
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7.1.2 Microsoft Visual Studio

Visual Studio spole¢nosti Microsoft je profesionalni softwarové prostredi vyuzivané
pro vyvoj aplikaci .NET (kromé jiného). Je oblibeno i mezi laiky. Velkou vyho-
dou skytaji funkce IntelliSense, které programatorovi ,napovidaji“ pti psani kodu.
Ve Visual Studiu byla vytvarena prakticka c¢ast této prace.
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8 Array Reader C-series

Array Reader C-series je kolorimetricky analyzator spole¢nosti BioVendor Instru-
ments. Prakticka cast prace byla vyvijena konkrétné pro tento pristroj, proto bu-
dou v nasledujici kapitole priblizeny jeho parametry a proces povyrobniho sefizeni.
Zaveér kapitoly se bude vénovat porovnani s konkurencnim pristrojem CLAIR od

spolecnosti Sensovation.

8.1 Charakteristika zarizeni

Array Reader C-series (obr. 8.1) je vytvoreny pro analyzu microarray. Umoznuje jak
analyzu jednotlivych reagencii na/v nosi¢i vzorku, tak analyzu nosice jako celku (Ize
rovnéz vybrat konkrétni mista, jez maji byt analyzovana; napi. u mikrotitrac¢nich
desticek konkrétni jamky).

Moznosti jeho uplatnéni jsou velmi pestré, a to napt. v mikrobiologii, imunologii,
sérologii, farmacii, plandrni imunometrii (do které se radi i zminénd ELISA) a mnoho
dalsich. Podporuje mikrotitracni desticky o 96 jamkach a dokaze je analyzovat do
dvou minut.

Optické zpracovani vzorku zajistuje CMOS digitalni kamera. Pro analyzu testi
se uplatnuji principy zpracovani obrazu. Vysledkem analyzy je posouzeni, zda vzorek
reagoval s reagenciemi na dné mikrotitracnich desticek na zadkladé zmény intenzity
barev ¢i velikosti spotl. Stanovit kvantitativni hodnoty z méteni pristroj dokaze,
pokud nosi¢ vzorkl obsahuje kalibra¢ni spoty (spoty o zndmé koncentraci, ze kterych
se ziska kalibracni kiivka).

Vzorky osvétluji dva statické LED panely. Jeden ze spodni strany, druhy z horni
strany. Je dostupné i feseni se spodni kamerou ke ¢teni ¢arovych kéda nebo QR kodi,
jimiz mohou byt oznaceny mikrotitrac¢ni desticky, stripy na desti¢ce nebo jednotlivé
jamky. Spolu s pristrojem je dodavan i intuitivni software slouzici k jeho ovladani.

[9]

8.2 Vystupni kontrola Array Readeru C-series

Predtim, nez pristroj obdrzi zakaznik, je nezbytné jej zkontrolovat a provést povy-
robni sefizeni, aby se korigovaly vyrobni nedokonalosti. Tyto procesy provadi za-
meéstnanec postupujici podle pripraveného protokolu a vyuziva pii tom aplikaci pro

sefizeni, kterd je soucasti dodavaného softwaru.
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Obr. 8.1: Array Reader C-series [35]

8.2.1 Aplikace pro sefizeni

Aplikace je rozdélena na levou a pravou ¢ast (obr. 8.2). Na pravé ¢asti se nachazi
predevsim vystup z kamery. Leva ¢ast se sklada ze ti panelu: Basic, Lights/Camera
a Motors. Pomoci kazdého z panelii se nastavuji rizné ¢asti pristroje. V pribéhu

sefizovani se pracovnik pohybuje mezi vSemi panely.

Array Reader Calibration Camera

Camera settings OK

Basic Lights/Camera  Motors

u| Zaxs u Basler camera
Camera rotated 180 degrees

Bottom camera (for strip/well code reading)

Top light

Bottom light
Cameraused: | 22423823 (daA2500-14uc)
- not selected -

e

Well size Stop time (ms]

1360 200

Browse File and Load New  Upload file (image, htmi
FirmWare screen) to device

e

Current version: v2.12.0

Now (UTC): 2018-11-30 09:3105
Next calibration: -

Time limit Scan count limit

12 7000

Next autotest lights run time limits:

Top light limit Bottom light limit

20 0 20 0

® Main camera view ™ Show center Pseudo Color
Save & Send >

Sharpness: 0,000

Obr. 8.2: Aplikace pro setizeni
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Panel Basic

Panel (obr. 8.3) slouzi k zadani obecnych informaci o pristroji, spravu konfiguracnich
souborll a nastaveni sefizovacich limiti.

Obecné informace o analyzatoru se zadavaji pomoci zaskrtavacich tlacitek v horni
¢asti panelu. Vétsina z nich (napf. zda je kamera otocend o 180 ° nebo jestli je pii-
tomny spodni i horni osvit) je jiz zastarald a nova aplikace je proto nemusi obsahovat.

Pod tlacitky jsou dvé komponenty pro vybrani pouzitych kamer, tlacitko pro
nahrani konfigurac¢nich soubortt do kamer a tlac¢itko pro porizeni snimku z kamery.

Déle se pomoci textovych poli mize zadat velikost jamky (taktéz jiz zastarala,
jelikoZ vsechny vzorky maji standardizovanou velikost) a ¢as nutny k analyze vzorku.

Nize se nachazi série tlacitek, ktera slouzi k nahrani firmwaru do pristroje, poslani
jakéhokoli souboru do pristroje, vytvoreni tovarniho nastaveni, navrat k tovarnimu
nastaveni nebo jinému setizeni a zaloha aktudlniho sefizeni.

Pod tlacitky se nachazi komponenta, ve které se definuji limity pristroje pred

nutnosti dalstho sefizeni.

B 7 axis ®  Basler camera
Camera rotated 180 degrees
Bottom camera (for strip/well code reading)
B Top light

B Bottom light

Camera used: 22423823 (daA2500-14uc)

- not selected -

Upload cam. settings SnapShot

Well size Stop time [ms]

1360 200

Browse File and Load New  Upload file (image, html
FirmWare screen) to device

Current version: v2.12.0

Backup calibration Restore calibration

Now (UTC): 2018-11-30 09:31:05
Next calibration: =

Time limit Scan count limit
12 7000
Next autotest lights run time limits:

Top light limit Bottom light limit

20 0 20 0

Save & Send >

Obr. 8.3: Panel Basic
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Panel Lights/Camera

Panel Lights/Camera (obr. 8.5) se vyuziva pro sefizeni osvitu a ovladani kamery.
Podle zvoleného osvitu v horni ¢asti se uzpusobuje zbytek panelu.

Pomoci textovych poli 1ze ménit expozici a digitalni zesileni kamery. Tlacitka
pod textovymi poli slouzi k nastaveni vyvazeni bile barvy kamery, pozicovani na
jamku A2 a export konfiguracniho souboru kamery. Expozice a zisk spodni kamery
se nastavuje ve nejspodnéjsi casti panelu, ktera je pristupna pouze pokud je pristroj
spodni kamerou vybaven.

Sefizeni 1ze provadét jak s plastovym tak i kovovym fantomem!. Pracovnik musi
zaskrtnout, ktery fantom pouzije, popt. vybrat i typ fantomu. Na obrazku 8.4 je
zminény fantom s cervené vyznacenymi referenénimi pozicemi, o kterych bude tec¢
dale v této kapitole.

Ruzné formy serizeni (rychlé sefizeni oproti presnému, zméreni hodnot osvitu,
sefizeni osvitu ¢i zméreni a sefizeni osvitu) se spousti pomoci tlac¢itek ve spodni ¢asti
panelu.

Na panelu jsou vsechny komponenty aktualni a musi byt soucasti i nové verze

aplikace.

Obr. 8.4: Fantom mikrotitrac¢ni desticky s vyznacenymi referenénimi pozicemi

Inepriihlednd deska s otvory o velikosti standardni mikrotitraéni desticky; v nékterych otvorech

jsou umistény optické filtry vyuzivané pii sefizeni osvitu
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Light settings Light settings
Color Bal 2 i o~ ~ I
s Ees o ropiom om0
. Bottom light 45 Calibration check Bottom light 45
off Calibration plate: Plastic ® Metallic Off
Select metallic plate -
Warmed up in:  00:00 Cancel warm up Warmed up in:  00:00 Cancel warm up
ARCXCAL 0001
Camera settings Camera settings
Well Ref S led OK .
Exposure [ps] Gain (1-100) i elerence ampe Exposure [ps] Gain (1-100)
A5 160,91 NaN
4000 20 e x 4000 20
5 15147 NaN x
Calibration check i 12484 NaN x Calibration check
Calibration plate: Plastic @ Metallic “8 e Mel x Calibration plate: Plasic @ Metallic
Select metallic plate < 9140 Nel x Select metallic plate
ARCXCAL 0001 F8 58,85 NaN x ARCXCAL 0001
He 548 NaN ®
Well Reference  Sampled  OK F10 147,60 NaN ® Well Reference  Sampled  OK
A5 160,91 NaN ® cio 13138 NaN x H10 14811 NaN ®
& 15147 Nal ® i B0 piahl x
F5 142,54 NaN ®
Check selected Check all
e mE e X = Creck sna st
F8 58,85 Nal ®x
He 548 NaN ® .
Fio L0 e x Bottom camera settings (for codes)
cio 13138 MaM x Bottom camera settings (for codes) Exposure [us] Gain (1-100)
A0 8140 Nal ®

Exposure [ps] Gain (1-100) 1000 20

1000 20
Save & Send > Save & Send > Save & Send >

Obr. 8.5: Panel Lights/Camera - sefizeni dolniho osvitu (vlevo a uprostied), sefizeni

horniho osvitu (vpravo)

Panel Motors

Polohovani voziku se ovlada na panelu Motors. Definuji se na ném krajni polohy
a dalsi vyznamné pozice.

V horni ¢asti panelu (obr. 8.7) je zobrazena aktudlni pozice voziku v ose = a y
(rozvrzeni os je na obr. 8.6). Pomoci tlacitek se nastavuje cilova pozice pii vysunuti
voziku nebo polohy referenc¢nich jamek. Tlacitkem Set se nastavi aktualni poloha
jako prislusna pozice a pomoci tlacitka Go zajede vozik na nastavenou polohu.

Dalsi ¢ast komponenty slouzi k nastavovani osy z. Pracovnik mize pozicovat
jakoukoli jamku pod kameru, zaosttit na jamku, pohybovat s kamerou v ose z podle
poctu zadanych kroki ¢i zajet s kamerou na nulovou pozici.

Dalsi komponenta slouzi k sefizeni spodni kamery pro ¢teni QR k6édt nebo ¢éaro-
vych kodu. Zpristupnuje se pokud je pristroj spodni kamerou vybaven. Nastavuje se
v ni vychozi pozice voziku pro ¢teni a velikost a poloha ¢tené oblasti s kodem. Ob-
razek nacteného kodu a text v ném ulozeny se zobrazuje v bilém okné vedle tlacitka
Set Up QR.

V dolni ¢asti panelu se nastavuji krajni polohy voziku a vzdalenost voziku od



dvirek, pokud je vysunuty ven z analyzatoru.
Vsechny bloky tohoto panelu jsou nezbytné pro spravné sefizeni analyzatoru.

Y

Obr. 8.6: Rozvrzeni os v Array Readeru C-Series
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Obr. 8.7: Panel Motors - prvni ¢ast (vlevo), druhd ¢ast (vpravo)
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8.2.2 Ptiprava analyzatoru na sefizeni

Kazdy analyzator je kontrolovan z hlediska spravnosti montaze, provedeni mecha-

nickych a elektronickych dilii a jejich zapojeni jiz v priibéhu vyroby. Pii sefizeni je

nutné jej prekontrolovat a seridit z hlediska komunikace se softwarem. Nejprve se

kontroluji bezpecnostni znaceni a fixace elektrickych komponent. Poté se pristroj

pripojuje k pocitaci.

8.2.3 Serizeni analyzatoru

Nastaveni analyzatoru probihd pomoci zminéné aplikace podle nasledujicitho po-

stupu:

Prvnim krokem je tiprava nastaveni aplikace pro konkrétni stroj (nastavi se,
zda je vybaven spodni kamerou, uvedou se typy kamer apod.). Dale pracovnik
do kamery (popt. kamer) nahraje konfiguracni soubory.

Nésleduje nastaveni krajnich poloh pro pohyb motoru (vozi¢ek s mikrotitracéni
destickou nesmi vyjet z pojezdu, narazit do dvirek atd.). Krajni polohy voziku
se vzorkem jsou hlidany koncovymi spinaci.

Pracovnik zkontroluje ¢istotu objektivu a natoceni horni kamery (nemusi byt
usazena dokonale rovné) a piipadné ji vycisti a/nebo koriguje do spravné po-
zice.

Dalsim krokem je nastaveni pozice, kam najede vozik se vzorkem po vlozeni
mikrotitrac¢ni desticky. Vozik by mél pozicovat pod kameru prvni jamku mik-
rotitracni desticky (jamka se souradnici Al).

Po nastaveni této pozice prichézi na fadu zaostfeni kamery, které kromé po-
hybu kamery v ose z ¢asto vyzaduje také manualni otaceni objektivem. Poté
se nastavuji dalsi dilezité pozice voziku s destickou — minimalni a maximalni
pozice pred koncovymi spinaci apod.

Pracovnik zakrytuje zatizeni a zapne sefizeni osvitu. To je ze zna¢né miry zau-
tomatizované a po dokonceni setfizeni tedy pouze kontroluje vysledky. Setizuje
se jak spodni, tak horni osvit.

Pokud pristroj obsahuje pridavnou kameru pro ¢teni QR kdédu, je potfeba ji za-
ostlit a nastavit spravny posun po jednotlivych fadcich mikrotitracni desticky
(tzv. stripech).

Konecné pracovnik neché provést autodiagnosticky test. Pokud probéhne bez

problému, zalohuje nastaveni a archivuje jej.
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8.2.4 Casova narocnost serizeni

Po zméreni c¢asu potfebného k sefizeni za pomoci osoby rutinné provadéjici po-
vyrobni sefizeni bylo zjisténo, Ze cely proces trva asi 1 hodinu a 45 minut. Casy
nékterych serizovacich tikoni jsou uvedeny v tabulce (tab. 8.1) nize.

Ukony uvedené v tabulce jsou z&vislé na osobé provadéjici sefizen{ a neni mozné
je nijak casové zefektivnit. Prostor pro optimalizaci se tedy nachazi predevsim ve
struktute aplikace pro serizeni. Novou aplikaci by bylo vhodné koncipovat tak, aby

na sebe ukony navazovaly a tam, kde je to mozné, byly zautomatizované.

Tab. 8.1: Vybrané sefizovaci tikony

Popis tkonu Casova naro¢nost
Ulozeni nastaveni do pristroje a restartovani aplikace 5 min
Kontrola cistoty objektivu popt. jeho ¢isténi 5-25 min
Manualni ostieni kamery a fixace tavnou pistoli 10-15 min?
Automatické sefrizeni spodniho osvitu 35 min
Automatické serizeni horniho osvitu 5 min
Autodiagnosticky test 30 min

8.2.5 Problematické casti stavajiciho feseni aplikace pro sefizeni

Stavajici aplikace pro sefizeni byla vyvijena soucasné s pristrojem a komponenty do
ni byly ptridavany postupné. Tomu odpovida i jeji struktura. Stejné tak je obtézkana
mnoha ¢astmi, které se jiz nepouzivaji. Mezi zasadni nedostatky aplikace patii:
e Posloupnost jednotlivych krokt je ziejma pouze na zakladé dostupného ma-
nualu k sefizeni.
o Na akce, které musi uzivatel provést mimo aplikaci (fixace objektivu kamery,
korekce natoceni kamery apod.), neni uzivatel zadnym zptsobem upozornén.
o Pokud obsluha aplikace vynechd nebo provede néktery z kroki nedostatecné,
je nutné cely postup opakovat, coz prodluzuje vyslednou dobu finalniho se-
fizeni. Chybné sefizeni se muze navic projevit az pri provedeni zavérecného
autodiagnostického testu.
o Pred sefizenim urcité oblasti pristroje je nutné provést sérii kroku (dojet vo-
zikem na urcitou pozici, zvysit expozici kamery apod.).
o Pracovnik je nucen prechézet z jednoho panelu na druhy.

Navrh nové aplikace se snazi témto nedostatkim vyhnout.

2Pii fixaci objektivu se nékdy objektivem pootoci, ¢imz dojde k rozostfeni a proces je nutné
opakovat. Cas se tak vjznamné prodluzuje.
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8.3 Srovnani s konkuren¢nim microarray analyzato-

rem Sensovation CLAIR

Na trhu jsou v soucasné chvili dostupné dva kolorimetrické analyzatory pro vyhod-
nocovani microarray testi. Kromé Array Readeru C-series spolec¢nosti BioVendor je
na trhu jesté microarray analyzator CLAIR od spole¢nosti Sensovation.

Zésadnim hardwarovym rozdilem pristroji je predevsim rozliseni pouzitych ka-
mer (kamera Array Readeru C-series ma rozliseni 5 MPx; Sensovation CLAIR pouze
3.8 MPx) a rychlejsi prenos dat z kamery pomoci portu USB 3.0 v pripadé Array
Readeru C-series. Spole¢nost BioVendor rovnéz nabizi moznost vybaveni svého pti-
stroje spodni kamerou pro ¢teni QR kodu a ¢arovych kodi.

Oproti Sensovationu CLAIR vynika Array Reader C-series také softwarem pro
zpracovani vzorka. Umi napft. stanovit koncentraci pomoci kalibra¢ni kiivky nebo
zpracovavat barevny obraz. Velkou vyhodou je také schopnost Array Readeru C-
series zpracovavat transparentni i netransparentni vzorky; CLAIR je dostupny ve
dvou variantach, kazda z nich je urcena pouze pro transparentni nebo pouze pro
netransparentni vzorky.

Detailnéjsi srovnani jejich dilezitych parametri je vypracovano v tabulce v pri-
lohéch prace (A).
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9 Navrh aktualizace aplikace pro serizeni p¥i-
stroje Array Readeru C-series

Predmeétem praktické ¢asti prace je aktualizace stavajici aplikace pro serizeni analy-
zatoru Array Reader C-series. V kapitole je vytyceno zadani nové aplikace a nasledné
rozebrano zpracovani tohoto zadani. Nyni pouzivané postupy k serizeni budou upra-

veny a prispéji k optimalizaci ¢innosti pii ukoncovani vyroby.

9.1 Zadani aplikace

Zadani bylo vytvoreno na zakladé osobnich zkusenosti se sefizenim po proskoleni
a provedeni série sefizovacich procesii. Dalsi ¢etné pripominky a upozornéni na pro-
blematické casti pochazely od osob rutinné provadéjicich serizeni a vyvojara puvodni
aplikace. Aktualizovana aplikace by méla splnovat néasledujici zadani:

» Aplikace bude po formalni a vizualni strance odpovidat standardim spolec-
nosti BioVendor.

o Postup pro provedeni sefizeni je soucasti vystupni kontroly, a formalné bude
i nadale zpracovan jako dokument, dojde vsak k celkovému zprehlednéni, coz
usnadni orientaci pracovnika pri provadéni ¢innosti.

o Aplikace bude reflektovat kroky, jez je nutné provést ze strany uzivatele ma-
nualné.

o Serizeni bezpec¢nych oblasti, vyhledani vysky kamery nad vzorkem a detekce
referenc¢nich pozic budou automatizovany a pracovnik pouze zkontroluje vysle-
dek popt. provede mensi korekce. Automatizacéni procesy budou z velké casti
vyuzivat zpracovani obrazu.

o Aplikace bude z hlediska softwarového provedeni vyuzivat nejnovéjsi kompo-
nenty spolec¢nosti BioVendor.

o Aplikace bude po kazdém kroku automaticky ukladat soucasna nastaveni, uzi-
vatel ulozeni pouze schvaluje, nemusi se jim sam zaobirat.

e Do kazdého analyzatoru se bude ukladat historie provedenych serizeni. Tato

historie miize poslouzit napt. pti poruse zarizeni ke spravné diagnostice chyby.

9.2 Implementace aplikace

Aplikace pro serizeni analyzatoru bude zakomponovana do softwaru spolecnosti
BioVendor, ktery je dodavan spolecné s analyzatory. Software je vyvijeny v jazyce

C# a v tomto jazyce tedy probéhne i implementace aplikace v praktické ¢asti préce.
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Zpracovani obrazu v projektu bude realizovano pomoci externich knihoven. Tyto
knihovny budou vytvorené v programovacim jazyce C++. Vyuzije se taktéz knihoven
OpenCV, jez jsou urceny pro zpracovani obrazu v realném case.

Po kazdém provedeném sefizeni je nutné vyexportovat protokol s tidaji o jeho
prubéhu. Protokol je vygenerovan automaticky do souboru s priponou .rdlc, jenz je
strukturovany pomoci jazyka XML. Do zarizeni je taktéz nutné nahrat nova nasta-
veni. Ta jsou uloZzena primo v souboru XML. Do protokolu i souboru s nastavenim
bude nutné pridat nékteré informace, které ptivodné nebyly jejich soucasti, takze

v pritbéhu realizace bude jazyk XML pouzit.

9.3 Struktura aplikace

Nékteré casti budou prevzaty z puvodni aplikace, dojde vsak ke kompletni restruk-
turalizaci, implementuji se nové komponenty a u nékterych krokt se uplatni procesy
automatizace.

Nova aplikace je rozvrzena na sedm za sebou jdoucich obrazovek. Na kazdé z nich
se nachazi vSechny komponenty pro nastaveni urc¢ité ¢asti pristroje (motory posuv-
niku, motor kamery, osvit apod.). Uzivatel tedy nebude nucen mezi jednotlivymi
obrazovkami prechézet.

V ptivodni aplikaci pred sefizenim urcité ¢asti pristroje, musel pracovnik vykonat
sérii predchazejicich kroku (napf. najet vozikem se vzorkem na uréitou pozici, zaost-
it kameru apod.). Navrh aplikace byl koncipovan tak, aby se tyto kroky odehravaly

na pozadi pri otevieni dané obrazovky.

9.3.1 Spolecné funkce vsech obrazovek

Na spolecné ¢asti vsech obrazovek (obr. 9.1) se nachazi predevsim obraz z kamery.
Na obraz se vykresluje kruznice, diky které se 1épe zaméruji jamky fantomu. Vedle
a pod obrazem z kamery se nachazi komponenta pro ovladani pojezdu voziku se vzor-
kem. Pojezdem vzorki je mozné pohybovat ve vSech smérech horizontalni roviny.
Pod obrazem z kamery lze nastavit, zda se ma zobrazovat vystup horni nebo spodni
kamery (pokud je pristroj spodni kamerou vybaven). Zaskrtéavaci policko Pseudo-
color zapina pseudozbarveni obrazu, jez nékdy vyuzivaji pracovnici pro viditelnéjsi
rozliseni hran a posouzeni homogenity osvétleni scény. Tlacitko Snapshot porizuje
snimek z kamery. Ulozeni soucasného nastaveni a prechod na dalsi obrazovku se

provadi pomoci tlacitka Procceed.
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Obr. 9.1: Navrh spolecné ¢asti vsech obrazovek

9.3.2 Prvni obrazovka - obecné nastaveni

Na prvni obrazovce (obr. 9.2) pracovnik nahraje konfiguraéni XML soubory do ka-
mer. Konfiguracni soubor obsahuje nastaveni digitalniho zesileni kamery, expozice
nebo napt. vyvazeni bilé. Kamera nema k dispozici automatické ostieni a software si
jej Tidi sam. Dale si na obrazovce muze pracovnik ovérit, zda se jednéa o fluorescencni
¢i kolorimetricky analyzator nebo aktualizovat firmware stroje.

Nastaveni analyzatoru se uklada taktéz do souboru XML. Kazdy analyzator ob-
sahuje vzdy dva takové soubory - v jednom je ulozeno aktualni nastaveni, ve druhém
je nadefinované tovarni nastaveni. Na obrazovce lze pomoci tlacitek nahrat jiny ka-

vvvvvv

tovarni nastaveni.

9.3.3 Druha obrazovka - nastaveni krajnich poloh

Na druhé obrazovce (obr. 9.3) se nastavuji krajni polohy pojezdu voziku se vzorkem.
Nastaveni probihd v osach z a y (obr. 8.6). Zakladni bezpecné oblasti vytycuji
koncové spinace. Maximalni a minimalni pozice voziku se nastavuji tak, aby vozik
se vzorkem dojel maximalné 2 cm pred koncovy spina¢. K nastaveni téchto pozic
slouzi tlacitka Max X, Mazx Y, Min X a Min Y. Tlacitko Fject urcuje pozici v ose y
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Obr. 9.2: Navrh prvni obrazovky - obecné nastaveni

pri vyjeti voziku ven z analyzatoru pro vlozeni vzorku. Kdyz je vozik vyjety ven, je
nutné definovat vzdéalenost voziku od kraju dvirek k cemuz slouzi tlacitka Door X L
a Door X R. Mid Y urcuje pozici, kdy se vozik naléza ve stfedu analyzatoru v ose
y. Aplikace by méla obsahovat i automatické nastaveni oblasti, jez sefizeni stroje

znacné ulehdi.

Automatické nastaveni krajnich poloh motoru

Koncové spinace vymezuji maximalni oblast, kam vozik se vzorkem mitze dojet.
Pokud by vozik mél vyjet za danou oblast, sepnutim jednoho z koncovych spinacta
se pohyb voziku prerusi a pristroj upozorni na chybu, kterou dale zpracuje software.
K sepnuti koncovych spinaci by vsak viibec nemélo dojit, jelikoz software by nemél
dovolit pohyb voziku za krajni polohy a ty jsou nastaveny s dostatecnou rezervou

pred koncové spinace. Koncové spinace tedy predstavuji zalozni ochranu.
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Obr. 9.3: Navrh druhé obrazovky - bezpecné oblasti

Pti sefizeni krajnich poloh se postupné zméii vzdéalenosti mezi vSemi koncovymi
spinaci. Vzdalenosti jsou urceny poctem krokit motoru, které jsou vykonany od se-
pnuti jednoho koncového spinace do doby, nez je sepnut druhy. Z namérenych hodnot
se odpocitd konstantni vzdalenost od spinace (napri. 5 % z celkové drahy). Vysle-
dek definuje maximélni koncovou polohu pred danym koncovym spinac¢em. Hodnota
vzdélenostni konstanty byla stanovena empiricky na 5 % celkové drahy a odpovida

zhruba 2 cm od koncového spinace.

9.3.4 Tvteti obrazovka - zaostieni horni kamery

Obrazy porizené kamerou musi byt pouzitelné pro analyzu microarray, proto je ne-
zbytné, aby velikost vzorku zabirala jasné danou plochu v obraze a obraz byl dosta-
tecné ostry. V praxi to znamena, ze kamera musi byt spravné zaostiena a umisténa
v idedlni vysce nad vzorkem.

Obrazovka (obr. 9.4) obsahuje vSechny komponenty pro zaostfeni kamery. Ka-
mera se pohybuje pomoci motoru v ose z Zaostfeni je ¢astecné zautomatizovano
pomoci funkce Focus.

V puvodni aplikaci se vyska kamery nastavuje rucné podle kruznice zobrazené
na vystupu kamery. Pracovnik sjizdi s kamerou doli, dokud neni vykreslena kruz-

nice na obraze shodné s velikosti otvoru ve fantomu pro serizeni. Tento postup je
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pro pracovnika mnohdy zdlouhavy a nabizi se moznost uplatnéni automatizacniho

procesu.
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Obr. 9.4: Navrh treti obrazovky - nastaveni zaostfeni horni kamery

Nastaveni pozice osy Z

Princip automatizace pro tento krok spociva v iterativnim oddalovani kamery a ana-
lyzy aktualniho obrazu. Serizeni se provadi pomoci fantomu. Postup automatizac-
niho procesu je nasledujici:

o Jeden z otvoru fantomu (bez optického filtru) se pozicuje pod kameru. Na
obraze z kamery se nyni objevi bily kruh na ¢erném pozadi, coz je zptisobeno
prosvétlenim otvoru jinak neprihledného fantomu vnitfnim osvitem analyza-
toru (obr. 9.5).

o Je porizen snimek z kamery.

o Ve snimku se detekuji kruznice a primeéruji se do jedné vysledné kruznice.

o Pokud je primér vysledné kruznice v mezich hledané velikosti, proces se ukondi.
V opa¢ném pripadé kamera sjede nize ke vzorku, ¢imz dojde ke zvétseni plochy,

jez zabira kruh v obraze a proces detekce a analyzy kruznic se opakuje.
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Obr. 9.5: Bily kruh zptisobeny prosvétlenim otvoru fantomu

9.3.5 Ctvrta obrazovka - nastaveni referenénich pozic

Pri analyze vzorkt v mikrotitracni desticce pod kameru postupné najizdi vybrané
jamky, poridi se jejich snimek a ten se néasledné zpracuje a vyhodnoti. Aby jamky
mikrotitracni desticky spravné najizdély pod kameru, musi byt znamé pozice tii re-
feren¢nich bodu (jamky A1, A12 a H1). Tyto tfi jamky jsou na krajich mikrotitra¢ni
desticky (obr. 8.4) a diky tomu z jejich pozic lze urcit polohu kterékoliv jiné jamky.

Obrazovka (obr. 9.6) obsahuje komponenty pro nastaveni téchto referenénich po-
zic a komponentu pomoci nichz lze pozicovat jakoukoli jamku mikrotitracni desticky

pod kameru pro ovéreni spravného serizeni.

Automatické nalezeni referencnich bodt mikrotitracni desticky

V puvodni aplikaci se pozice nastavovaly ruc¢né, novy navrh vsak pocita s kom-
pletni automatizaci tohoto kroku. Vyuziva se opét fantomu pro serizovani a proces
je nasledujici:
o V zarizeni jsou ulozené ptiblizné polohy referencnich pozic. Postupné je kazda
z referencnich jamek pozicovana pod kameru. Kamera snimé otvor ve fantomu,
jenz se v obraze projevi jako bily kruh na ¢erném pozadi.

» Je porizen snimek z kamery.
o Ve snimku se detekuji a priuméruji kruznice; vysledkem je jedna kruznice.
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Obr. 9.6: Navrh ¢tvrté obrazovky - nastaveni referenc¢nich pozic

o Je urcen stied vysledné kruznice. Pokud je stfed kruznice shodny se stredem
snimku, je proces ukoncen. Pokud neni dosazeno shody stiedil, vypocitaji se
z jejich vzdalenosti pocty krokti motoru, o ktery se posune vozik se vzorkem

v osach x a y.

9.3.6 Pata obrazovka - osvit

Obrazovka (obr. 9.7) slouzi k sefizeni spodniho a horniho osvitu pristroje. Kompo-
nenta pro toto sefizeni je jiz navrzena a automatizovana. Proto byla vyuzita i v no-
vém navrhu aplikace a ptilis se nelisi od ptivodni verze. K sefizeni osvitu se vyuzivaji
optické filtry zminéného fantomu.

Intenzita osvitu se méni s jeho teplotou. Proto bude obrazovka pristupna az po
uplynuti doby nutné k zahiati a ustdleni teploty osvitu (10 min) na stabilni hodnoté.

Setizeni osvitu probiha ve dvou krocich. V prvnim kroku se zméti intenzity osvitu
pri prichodu riznymi optickymi filtry. V kroku druhém se hleda nejlepsi hodnota
intenzity pro osvit. Namérené hodnoty slouzi ke srovnani predeslého a aktudlniho
nastaveni. Aby bylo sefizeni validni, nesmi se sefizend hodnota osvitu liSit od zmé-
fené hodnoty o vice nez 3 %.

Zmény komponent se budou tykat zejména generovani zaznamu ze setizeni a vy-

vazeni bilé barvy pro kameru. Vyvazeni bilé barvy se v ptivodni aplikaci provadélo
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tak dlouho, dokud mél pracovnik zaskrtnuté prislusné tlacitko. V nové aplikaci se
bude provadét po dobu 15 sekund po stisku tlacitka. Tim se pro pracovnika krok
uleh¢i a nemuze dojit k situaci, kdy pracovnik tlac¢itko zapomene zaskrtnuté a zne-
hodnoti nastaveni pristroje. Oproti ptivodni verzi by také mélo byt mozné vygene-

rovat zaznam ze sefizeni i bez zmérenych srovnavacich hodnot.

Light Settings
@ Top Light

@ Bottom Light
@ Off

Exposure Gain

[ 4000 | | 20 |
Calibration plate
@ Metalic O Plastic

CurX: 0 CurY: 0 CurZ:0

<L LI<>>>]>>»>

Results
Well OK
CheckSele @Main View (OBottom View

[ FastCalib JJPrecisecalib] []Pseudocolor
Snapshot

Obr. 9.7: Navrh paté obrazovky - nastaveni osvitu

9.3.7 Sesta obrazovka - nastaveni spodni kamery

Obrazovka (obr. 9.8) bude pristupnd pouze v piipadé, ze zafizeni bude vybaveno
spodni kamerou. Spodni kamera slouzi ke ¢teni ¢arovych kédia a QR kodi, jimiz se
nékdy ze spodni strany oznacuji vzorky. Oznacovat se mohou bud celé mikrotitracni
desticky, jednotlivé stripy a nebo kazda jamka. V QR kdédech nebo carovych ké-
dech jsou ulozeny informace o testu na vzorku (napf. typ testu, Sarze testu, datum
expirace apod.).

Na obrazovce je nutné nastavit predevsim spravnou vzdéalenost mezi dvéma
stripy, coz umozni ¢ist oznaceni ve stripech ¢i jednotlivych jamkéch. Oznaceni pro

celou mikrotitracni desticku se lepi na pozici prvniho stripu.
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Obr. 9.8: Navrh Sesté obrazovky - nastaveni spodni kamery

0.3.8 Sedma obrazovka - zaloha a archivace serizeni

Po serizeni je nutné do pristroje nastaveni nahrat a provést zalohu novych nastaveni.
K tomu slouzi posledni obrazovka (obr. 9.9). Nastavuje se na ni rovnéz cas nebo

pocet moznych pouziti pred nutnosti dalsiho sefizeni.
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10 Implementace navrhu aplikace

Po vytvoreni navrhu nové aplikace probéhla jeho implementace s vyuzitim vyvo-
jarského prostiredi Visual Studio spole¢nosti Microsoft. Jako prvni byla vytvorena
struktura aplikace. Aplikace byla rozdélena na jednotlivé obrazovky a tém byly
pritazeny ur¢ité komponenty a funkce. Po zprovoznéni vsech komponent probéhla

implementace automatizac¢nich funkci.

10.1 Struktura a zakladni funkce

Struktura aplikace byla vytvorena pomoci komponent spole¢nosti BioVendor, aby
aplikace korespondovala s vizualnim stylem dalsSich ¢asti softwaru. Stejné tak funkce
jednotlivych komponent byly implementované za pouziti jiz vytvorenych tiid a me-
tod, ur¢enych napt. pro komunikaci se strojem, ovladani motori a osvitu apod.
Funkce komponent mohly byt casto prevzaty z puvodni aplikace a pripadné
poupraveny, aby se zachovala jejich funkcnost i v novém prostiredi. Zasadnim rozdi-
lem mezi pivodni a novou aplikaci je rozdéleni do obrazovek. Pivodni aplikace byla
v softwaru definovana jako jeden objekt a vSechny dulezité proménné byly sdilené
mezi vSemi komponentami. V nové aplikaci je vsak kazda obrazovka reprezentovana
objektem samostatné (byt maji spolecného ptredka, coz alespon ¢asteéné usnadiiuje
praci s obrazovkami jako celkem); proménné mezi nimi nejsou sdilené. Tento pro-
blém byl vyTesen implementaci t¥idy MICalibrationConfigDFO0, v jejiZ instanci jsou

uloZeny spolecné proménné a instance je prenasena mezi obrazovkami.

10.1.1 Implementace jadra aplikace

Aplikace je vytvorena jako instance tridy BVICalibrationApp, kterd dédi své vlast-
nosti ze tiidy BVIApp. V tomto formatu jsou vytvareny vsechny podaplikace softwaru
BioVendor Analytics.

Hlavni tlohou objektu BVIApp je vytvoreni instanci tiid Frame, které predstavuji
funkéni bloky aplikace. Obsahuji rizné metody a proménné napi. pro prechody mezi
jednotlivymi bloky, indexy poradi blokti, ikony bloku apod. Predevsim vsak pri
jejich inicializaci vytvari instance t¥idy Screen, které vystupuji jako hlavni vizualni
kontrolery aplikace. Uzivatel pomoci kontroleru zadava pokyny pristroji. Kontrolery
jsou odpoveédné za funkce a procesy celé aplikace.

V pripadé této prace bylo vytvoreno sedm tr¥id, které dédi ze tiidy Frame. Kazdé
zvlast je poté pridélen individualni kontroler dale nazyvany jako obrazovka. Jedna

se o potomka tiidy Screen. UML tiidovy diagram jadra aplikace je na obr. 10.1.
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Obr. 10.1: UML tridovy diagram jadra aplikace

10.1.2 Implementace jednotlivych obrazovek

Stézejnim tikolem praktické ¢asti bylo vytvoreni jednotlivych obrazovek (kontrolert).
V nasledujicich podkapitolach bude nejprve predstavena t¥ida TemplateScreen,
ktera predstavuje rodicovskou tiidu pro vsechny obrazovky. Poté bude rozebrana
kazda obrazovka zvlast.

7

Spolec¢na cast obrazovek

Spolecna ¢ast vsech obrazovek je implementovana pomoci tiidy TemplateScreen;
trida je predkem pro vSechny odvozené obrazovky. Komponenty tiidy

TemplateScreen jsou dostupné na vsech obrazovkach. Dédi se i metody, které pou-
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ziva vice nez jedna obrazovka (napt. zobrazeni vystupu kamery, prekreslovani spo-
leénych indikdtort apod.).

Na levé strané kontroleru se nachazi panel, na kterém jsou umistény komponenty
potomki, prava strana je pro vSechny obrazovky shodna. Obsahuje predevsim vy-
stup z kamery, sérii ovladacich tlacitek a textovych oken. Pod panelem na levé
strané se nachézi tlac¢itko Proceed & Save, které vyvolava prechod na dalsi obra-
zovku. Pokud je zaskrtnuté tlacitko Save napravo od néj, rovnéz také ulozi soucasné
nastaveni. V pravé horni c¢asti je zobrazena napovéda, ve které jsou popsany kroky
provadéné pri sefizovacim procesu. V dolni ¢asti jsou umistény prepinaci tlacitka,
které méni vystup obrazu. Lze zobrazit napt. mrizku, oproti které je mozné snadno
porovnat rovnost hran v obraze, pseudozbarveni obrazu, které zviditelnuje homoge-
nitu osvitu (uplatiiuje se spise ve fluorimetrickém analyzatoru), zdmérny kriz tak,
jak je viditelny na obrazku (10.3), nebo pouze nezménény vystup kamery.

Na obrazku 10.2 je vizualni navrh tiidy TemplateScreen v prostfedi Microsoft
Visual Studio.

" Frame name

Current X 0 ActualY 0 Actual Z1 € 15 unknown
o
[Lh

KA BB -

<<l «]<]

® Main cemera view Bottom camera view

Sharpness: 0
TemplateScreen
Detaut
Face

Bttt e

Obr. 10.2: Spole¢na ¢ast obrazovek v prostfedi Microsoft Visual Studio

Prvni obrazovka - obecna nastaveni

Prvni obrazovka je reprezentovana tfidou GeneralSettingsScreen. Uzivatel si mtize
ovérit, zda se jedna o kolorimetricky analyzator, nahrat konfiguracni soubory, aktu-

alizovat firmware stroje nebo obnovit nastaveni z pristroje popt. externiho souboru.
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Oproti navrhu pribyly textové komponenty, které informuji uzivatele o verzich
firmwaru a softwaru pripojeného stroje. V puvodni aplikaci se zobrazovala pouze
verze firmwaru stroje a navic se zastaralym verzovanim, takze tato informace nebyla
pro uzivatele uziteéna. Oproti navrhu byla také odstranéna komponenta pro nahrani

libovolného souboru do stroje, jelikoz se jiz nepouziva.

5 App lest: Calibration VI s x
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Obr. 10.3: Prvni obrazovka aktualizované aplikace - obecnéd nastaveni

Druha obrazovka - bezpecné oblasti voziku

Na obrazovce (obr. 10.4) jsou umistény komponenty pro nastaveni bezpecnych ob-
lasti pristroje. Obrazovka je instanci tiidy MotorZonesScreen. Od navrhu se nelisi.
V jednotlivych radach se nastavuji urcité oblasti; tlacitko Set slouzi k nastaveni ak-
tualni polohy motori, jako poloha dané oblasti, tlac¢itko Go slouzi k posunu voziku
na soutfadnice dané oblasti (vyuziva se napt. pro kontrolu). V piilohach lze nalézt
reprezentativni zdrojovy kod, slouzici pro nastaveni jedné oblasti, konkrétné jednu
z bezpecnych oblasti v ose z (vypis B.1).

Tlac¢itko Autocalibrate Safe Zones slouzi ke spusténi automatizacniho pro-

cesu, o kterém bude te¢ dale v kapitole.

Treti obrazovka - zaostreni kamery

Na tfeti obrazovce (obr. 10.5) se nastavuje zaostfeni kamery (resp. jeji vyska nad

vzorkem). Tlaé¢itko Go Edge pozicuje vozik pod kameru tak, aby byla vidét hrana
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5 App Test Calibration M|
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Obr. 10.4: Druha obrazovka aktualizované aplikace - nastaveni bezpec¢nych oblasti

voziku. Diky tomu lze vidét, zda je kamera usazena rovné (pro lepsi viditelnost byla
implementovana jiz zminénd mrizka). Tlacitko nebylo ptivodné zahrnuto v navrhu.
Ostatni tlacitka slouzi k ovladani motoru, jenz posouva kamerou ve vertikalni
ose.
Obrazovka obsahuje tlac¢itko Autofind Ref Z pro spusténi automatizacniho pro-

cesu, o jehoz funkci bude Te¢ dale v kapitole.

Ctvrta obrazovka - referenéni pozice

P1i spusténi obrazovky (obr. 10.6) se kamera automaticky posune na troven o 100 000
krok nize pod referencni pozici. V této vysce je ostie viditelna metalicka desticka,
se kterou by se mély provadét iikony spojené s touto obrazovkou. Tlac¢itko Go Ref Z
slouzi k najeti kamery do referenc¢ni pozice, ve které je zaostiena na plastovou
desticku. Desticka se nékdy do pristroje vklada pro kontrolu nastavenych pozic.

Tlac¢itko Autocalibrate Positions spousti automatizaéni proces. Pri selhani
automatizacniho procesu nastavi uzivatel pozice manualné.

Po spravném nastaveni by mély byt prekontrolovany i ostatni pozice (dopocita-
vaji se pravé z pozic referencnich). K tomu se vyuzivd komponenta umisténa v dolni

¢asti panelu (Go To Plate).
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Obr. 10.5: Treti obrazovka aktualizované aplikace - nastaveni vysky kamery
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Obr. 10.6: Ctvrta obrazovka aktualizované aplikace - nalezeni referenénich pozic
Pata obrazovka - nastaveni osvitu

Veskeré komponenty pouzité na paté obrazovce (obr. 10.7) jsou souéasti jednoho

komplexniho celku, ktery je prevzaty z puvodni aplikace. Z divodu jiné struktury
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nové verze aplikace bylo nutné komponentu pouze zprovoznit v novém prostiedi.

Ovladat komponentu a tim i osvit pristroje je mozné az po deseti minutach od
zapnuti aplikace. Tato doba je nutné k zahiati osvitu a ustaleni intenzity svétla. Tim
se vyloud $patné nastaveni osvitu. Casovad, ktery zajistuje odpocet deseti minut byl
puvodné globalni pro celou aplikaci. P¥i implementaci musel byt ¢asovac¢ ulozen do
instance tridy, kterd je spolecna pro vSechny snimky a funguje tedy nezavislé na
tom, na které obrazovce uzivatel pravé pracuje.

Dalsi zménou bylo zpristupnéni generovani serizovaciho protokolu i z nekom-
pletnich dat. Tato zména byla ucinéna proto, aby pii prvni kalibraci nebylo nutné
kontrolovat predchozi nastaveni osvitu a mérit zbytecéné jeho intenzitu. Pracovnik
tedy muze zapnout automatické sefizeni osvitu bez kontroly predchozich hodnot

a proces je méné ¢asove naroc¢ny (zkrati se asi o 10 minut).
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Obr. 10.7: Pata obrazovka aktualizované aplikace - nastaveni osvitu

Sesta obrazovka - spodni kamera

Sesta obrazovka (obr. 10.8) slouzi k sefizeni spodni kamery v pfipadé, Ze ji sefizovany
analyzator obsahuje. Obrazovka je tedy pristupna pouze, pokud pristroj obsahuje
spravné nakonfigurovanou spodni kameru a zaroven ubéhla doba nutna k zahrati
osvitu.

Pti sefizeni spodni kamery se nejprve nastavi vychozi pozice pro ¢teni QR nebo

carovych kodu. Je viditelny prvni kod; poté se pomoci tlacitek Previous a Next
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pozicuji pod spodni kameru ostatni ¢arové kody, kterymi jsou oznacovany radky
mikrotitracnich desticek. Pomoci komponenty ve spodni ¢asti panelu (konkrétné
tlacitka Set Up) se testuje nacitani kodu. Nastaveni se potvrdi tlacitkem Set Up.
Pii implementaci se vyuzilo komponent z ptuvodni aplikace. Automatizacni prin-
cipy by pri téchto tikonech pravdépodobné nepfinesly vyrazné zjednoduseni nebo

zrychleni sefizovaciho procesu.
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Obr. 10.8: Sesta obrazovka aktualizované aplikace - nastaveni spodni kamery

Sedma obrazovka - kalibracni protokoly a limity pfistroje

Posledni obrazovka (obr. 10.9) slouzi k ulozeni idaju o sefizeni do pristroje. Oproti
puvodni aplikaci (a ndvrhu) se hodnoty ukladaji soucasné s hlavnim konfiguraénim
souborem a tim padem aplikace nemusi obsahovat zvlastni tlacitko, které muze byt
pro pracovniky matouci.

Jednim z bodu zadani nové aplikace bylo, aby pristroj obsahoval historii vSech
svych sefizeni. Pivodné bylo v planu i sloucit dva rizné konfigurac¢ni soubory ukla-
dané do pristroje, to se vsak nakonec ukazalo nevhodné z diivodu zpétné kompatibi-
lity pristroju. Historie konfiguracnich soubori se vsak do pristroje uklada; ptivodni
aplikace aktualni konfiguracni soubor prepisovala novymi. V nové aplikaci se kopie
starého konfigura¢niho souboru ulozi do historie a stary konfigura¢ni soubor je dale

upravovan jako novy.

63



5 App Test Calibration M| - X
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Obr. 10.9: Sedméa obrazovka aktualizované aplikace - zaloha a archivace serizeni

10.2 Automatizacni algoritmy

Diilezitym bodem zadani aplikace byla automatizace nékterych kroki setizovaciho
procesu. Dle navrhu bylo pro automatizaci vyuzito koncovych spinaci a zpraco-
vani obrazu. Pro zpracovani obrazu byl pouzity C++ balicek OpenCV, jelikoz pro
programovaci jazyk C# neni obdobny bali¢ek k dispozici. Kéd byl kompilovan do

dynamické knihovny.

10.2.1 Implementace algoritmu pro nalezeni bezpecnych oblasti

Pri automatickém nalezeni krajnich oblasti vozik postupné najede na vSechny kon-
cové spinace (predstavuje maximélni moznou polohu voziku v daném sméru). Pii
pohybu se pocita pocet krokt, které vykonal motor pri premisténi voziku z jedné
polohy do druhé. Z téchto tidaji se poté pocitaji ostatni polohy, podle empiricky
zjisténych vzorci.

Vypis algoritmu pro nalezeni bezpecnych oblasti analyzatoru je obsazen v prilo-
héch prace (B.2).

Vypocet pozic v ose x

Dle algoritmu vozik nejprve najede na jeden ze dvou koncovych spinact v ose .

Soutadnice v tomto bodé je rovna nule. Dale vozik najede na druhy z koncovych

64



spinacti. Souradnice z voziku, odpovidd poctu krokii motoru, které byly vykonany
pri presunu voziku. Tento pocet se ulozi do proménné endPosition. Stiedu osy z
odpovida proménna halfX, kterd se vypocte podle vzorce hal f X = endPosition/2.
Pohyby vykonavaji prikazy GoToEndSwitchX_Insert a GoToEndSwitchX_Eject.

Pro vypocty krajnich poloh voziku od dvirek je nutné zavést proménnou doorGap,
kterd odpovida vychyleni (poctu kroku) voziku od stfedové polohy halfX. Tato
poloha byla empiricky uréena jako 5 % z celkové drahy voziku, tedy
doorGap = endPosition x 0.05. Poté souradnice krajnich poloh dvifek SafeDoorX1
a SafeDoorX2 lze vypocist jako SafeDoorX1 = halfX — doorGap a
SafeDoor X1 = halfX + doorGap.

Minimélni a maximélni poloha voziku (proménné SafeMinX a SafeMaxX) v ose x
je opét empiricky uréena jako 5 % z celkové drdhy od krajnich spinaci. Sourad-
nice krajnich poloh lze tedy vypocist dle vztaht SafeMinX = endPosition * 0.05
a SafeMaxX = endPosition x 0.95.

Vypocet pozic v ose y

Dalsi pozice jsou vypocteny z pohybu v ose y, to znamend z drahy od zadni stény
analyzatoru az do nejzazsiho bodu, ve kterém je vysunut vozicek ven z analyzatoru.
Nejprve je vozicek pozicovan na stied analyzatoru v ose z, tak aby pri vyjeti ven
z pristroje nedoslo k narazu do dvirek a poskozeni pristroje. Poté vozicek najede
na koncovy spina¢ umistény u zadni stény analyzatoru; tato pozice odpovida nu-
lové pozici. Pohyb je vykonan pomoci piikazu GoToEndSwitchY Insert(). Nasledné
vozic¢ek najizdi na druhy koncovy spinac¢ (prikaz GoToEndSwitchY_Eject()) a ode-
¢ita se pocet kroku (endPostion). Vzdédlenostem od zminénych koncovych spinacu
odpovidaji proménné SafeMinY a SafeMaxY. Empiricky bylo zjisténo, ze se jedna
priblizné o 3 % z celkové dréhy, coz odpovida vztahum
SafeMinY = endPositionx0.03 a SafeMaxrY = endPosition*0.97. Pozice EjectY
by méla mit vétsi rezervu od koncového spinace a tato rezerva byla stanovena na
5 % celkové drahy (tedy vztah SafeEjectY = endPosition * 0.95). Posledni z na-
stavovanych poloh je myslena pozice ve stiedu analyzatoru, tak aby vozicek byl v
dostatecné vzdalenosti od dvirek. Souradnice byla uréena jako 42 % celkové drahy
(SafeMiddleY = endPosition * 0.42).

10.2.2 Algoritmy vyuzivajici zpracovani obrazu

Automatizacni procesy implementované v praktické ¢asti vyuzivaji zpracovani ob-
razu; konkrétné jiz zminénou knihovnu OpenCV. Jadro zpracovani obrazu obsta-

rava metoda FindCircle(), jez detekuje kruznice pomoci Houghovy transformace.
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Metoda je definovana ve tfidé CalibrationImage, ktera slouzi k prehlednému po-
uziti metod definovanych v dynamické knihovné. FindCircle déle volaji funkce
centerWell a AutofindRefZ.

Struktura implementace

V pribéhu automatizacnich procesti se prostupné vyuzivaji tii zakladni tridy. Sa-
motné zpracovani obrazu zajistuje ttida Calibration, jez je implementovana v C++
a kompilovana do dynamické knihovny s ptiponou .d[l. Diky jeji implementaci v C++
je mozné v jejich metodach vyuzit knihovny OpenCV pro zpracovani obrazu. Me-
tody této tiidy jsou volany metodami tiidy CalibrationImage. Je implementovana
v jazyce C# a tvori v jakysi ,obal®“ pro metody definované v dynamické knihovneé.
Prevadi metody definované v C++ do prehlednéjsi a pouzitelnéjsi formy v jazyce
C#. Metody ze tridy CalibrationImage je poté mozné volat ze kterychkoli jinych
trid; v pripadé této prace jsou metody této tiidy volany z obrazovek. Na obr. 10.10 je
vyobrazen sekvenéni UML diagram, ktery popisuje praci s metodami pro zpracovani

obrazu.

Houghova transformace

Houghova transformace je metoda, ptivodné vytvorena pro detekci primek v obraze,
pozdéji upravena pro detekei i jinych objekti napr. tisecek, kruznic nebo elips.
Princip klasické Houghovy transformace spociva v popsani jakéhokoli bodu v ob-
raze dvéma parametry (r a o ). Parametr r predstavuje vzdalenost bodu od stredu
souradného systému; o potom thel, ktery svira s osou x primka prolozena stredem
souradného systému a danym bodem. Rovnici primky lze definovat jako x coso +
ysino = r. Dosazenim souradnice kazdého pixelu v obraze do rovnice piimky dojde
k vytvoreni mnoziny vSech moznych feseni parametri o a r. VSechny body lezici
na jedné primce v obraze se protnou v Houghové prostoru v jednom bodé, které

odpovidaji hledanym parametriim.

Metoda FindCircle()

Metoda FindCircle () slouzi k detekci kruznic v obraze na vstupu a jejich nasledné
zprumérovani do jedné referencéni kruznice.

Na vstupu metody je obraz (Mat alImg), prumér hledané kruznice v pixelech (int
radius) a tolerance velikosti pruméru v pixelech (int area). Obrazek se nejprve
prevede na Sedotonovy obraz, ktery je dale na vstupu metody HoughCircles, ktera
pomoci Houghovy transformace detekuje kruznice o priméru v intervalu
(radius — area, radius + area). Pokud se detekuji kruznice, vyberou se t¥i nejvétsi

a ty se prumeéruji (pokud je kruznic méné nez t¥i prumeéruje se dany pocet kruznic).
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Obr. 10.10: Sekvencni diagram popisujici praci s metodami pii zpracovani obrazu
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Tento proces byl empiricky vyzkousen a prinasel nejlepsi vysledky. U kruznic se
pruméruji predevsim souradnice stfedil, priuméry kruznic jsou nadbytecna informace.
Vysledny zprumeérovany stied je ulozen do proménné center typu Point.

Definice metody FindCircle() je v prilohach (vypis B.3).

TFida CalibrationImage

Jak jiz bylo feceno tiida CalibrationImage slouzi predevsim ke zvyseni prehlednosti
kédu pri praci s dynamickou knihovnou. Mezi jeji dilezité funkce patii definice
metod z dynamické knihovny. Dalsi dilezitou funkei je uschovani instance tridy
Calibration. Ukazatel na tuto instanci se predava jako vstupni parametr pii volani
vsech funkci a diky této tfidé neni nutné ukazatel nutné ukladat do tiid, ve kterych
se volaji tyto metody. Definici tiidy CalibrationImage lze nalézt ve vypisu B.4

v ptilohéch.

Metoda CenterWell()

Metoda CenterWell() je soucasti tfidy TemplateScreen. Je definovand pomoci
klicového slova protected, coz znamena ze bude zptistupnéna pro vsechny ttidy,
které dédi ze tiidy TemplateScreen. V pripadé prace se jedné o vSechny obrazovky.
Metoda slouzi k vycentrovani sttedu jamky fantomové desticky pod stfed kamery.
V kédu je dilezity objekt CalibrationImage (a jeho instance calibration).
Jadrem metody je iterativni opakovani nasledujiciho procesu. Je porizen snimek
z kamery metodou GetSnapshotBVIBitmap(). Ve snimku je detekovana referencéni
kruznice jiz znamou metodou FindCircle(). Dale jsou zjistény stiedy detekované
kruznice z objektu calibration metodami GetX a GetY. Vzdalenosti sttedu kruz-
nice od stfedu obrazu je prepoctena na pocty krokt motort v osdch z a y. Metoda
se uplatnuje predevsim u nalezeni referencnich pozic, kde tvori zakladni kamen ce-
1ého procesu. Doplikové se také pouziva pri nalezeni idealni vysky kamery, kdy po
skonceni procesu vycentruje jamka na stfed, aby byl 1épe viditelny vysledek procesu.

Vypis z metody CenterWell () je umistén v prilohach (B.5).

Implementace algoritmu pro nalezeni idealni vysky kamery

Princip nalezeni vysky kamery spociva v iterativnim detekovani kruznic a snizovani
vysky kamery, dokud neni nalezena idealni poloha nebo neni prekrocen pocet pokust
o hledani polohy. K nalezené vysce je nutné pricist 100 000 kroki, jelikoz skutecné
vzorky jsou vyse, nez je povrch fantomové serizovaci desticky.

Prvnim krokem je najeti voziku, tak aby byla viditelna jamka A1l
(MoveToPlatePosition(0,0)). Na ni je doporuceno provadét serizeni. Dale je spus-

tén iterativni proces. Je porizen snimek img pomoci metody
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(GetSnapshotBVIBitmap()). Ten je nasledné analyzovan metodou FindCircle().
Metoda bude detekovat pouze tzky interval kruznic, jejichz primér se od priméru
jamky nelisi vice nez o 5 pixelii. Pokud se podari kruznici detekovat, jamka se vycen-
truje na stfed (centerWell()), ulozi se nalezend pozice s prictenymi 100 000 kroky
(m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.ReferenceZ = refZ;)a vyplnise
patriéné indikatory a upozornéni o ispésném dokonceni procesu. V pripadé, ze zadna
kruznice detekovana neni, kamera sjede o 4000 krokt niZe a proces se opakuje. Snize-
nim vysky kamery dojde k priblizeni jamky a kruznice tak bude zabirat vétsi plochu
obrazu a tudiz mit i vétsi pramér.

Zdrojovy kéd algoritmu pro nalezeni vysky kamery je umistén v prilohach (B.6).

Implementace algoritmu pro nalezeni referencnich pozic

Zékladnim principem algoritmu pro nalezeni referencénich pozic je jiz zminénd me-
toda CenterWell (). Proces pro kazdou z pozic je stejny; je proto umistén ve smycce
for, ktera se provadi celkem tiikrat (jednou pro kazdou z pozic).

V kazdém cyklu smycky for je pozicovana jedna z referencénich pozic pod ka-
meru (piikazy MoveToPlatePosition() a GoPlatePosition2D). Pfiblizné polohy
referenc¢nich pozic jsou ulozeny do kazdého nové vyrobeného zarizeni. Nasledné je
spustén proces centrovani kamery na jamku pomoci metody (CenterWell()). Po-
kud proces tspésné skondci vozicek pozicuje dalsi jamku v poradi a proces se opakuje.
V pripadé posledni jamky se proces ukon¢i a uzivatel je informovan o tispésném se-
fizeni. Pokud je proces ukonéen s chybou (pfi pribéhu metody CenterWell nebyla
jamka nalezena), skonéi sefizovani neispésné, o ¢emz je pracovnik informovan a pro-
vede sefizeni manualné.

Zdrojovy kod metody pro nalezeni referenénich pozic si lze prohlédnout v ptilo-
héch (vypis B.7).
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11 Srovnani pavodni a nové aplikace

V kapitole bude srovnana nova verze aktualizované aplikace se svou predeslou verzi.
Srovnani bude nejprve vychéazet z ¢asové naroénosti provedeni jednoho sefizeni. Casy
byly experimentalné zméreny a také rozdéleny do rtznych kategorii tak, aby byly
viditelné ¢asové naroc¢nosti série kroki.

V druhé podkapitole poté budou poté shrnuty zasadni vyhody a nevyhody obou

provedeni s ohledem na uzivatelsky komfort.

11.1 Casova narocnost

V podkapitole budou postupné predstaveny casové narocnosti sefizeni pri pouziti
nové a puvodni verze aplikace. Nasledné bude predstaveno srovnani obou verzi po-
moci pomyslného rozdéleni obrazovek nové aplikace, tak jak koresponduji sefizovaci

kroky s panely ptivodni verze aplikace.

11.1.1 Casova narocnost pivodni aplikace

Tabulka 11.1 popisuje ¢asové naroc¢nosti dvou sefizeni s pouzitim ptivodni aplikace.

Vysledky jsou zprumeérovany a poté pouzity do dalsich tabulek. Je patrné, ze druhé

vevys

sefizeni mél pristroj oblasti, které je nutné sefizovat manualné, jiz serizené.

Tab. 11.1: Cas straveny na jednotlivych panelech ve staré aplikaci

Casové narocnosti [s]
Sefizeni 1 Serizeni 2 Prameér
Panel Basic 187 95 141
Panel Motors 834 564 699
Panel Lights & Camera 2546 2288 2417
Celkem 3567 2947 3257

11.1.2 Casova naroc¢nost nové aplikace

V tabulce 11.2 jsou uvedeny vynalozené ¢asy na sefizeni jednotlivych ¢asti pristroje
dle implementovanych obrazovek. Vysledky jsou opét zprumérovany. Na predpo-
sledni obrazovce (Bottom Camera) a posledni obrazovce (QR Configuration) nebylo

nutné provadét zadné kroky, proto jsou casy velice nizké nebo nulové.
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Tab. 11.2: Cas straveny na jednotlivich obrazovkéach v nové aplikaci

Casové narocnosti [s]
Sefizeni 1 | Sefizeni 2 | Prameér |s]
Prvni obrazovka General Settings 41 42 41,5
Druhé obrazovka Motor Zones 143 99 121
Treti obrazovka Z-axis
145 108 126,5
Configuration
Ctvrté obrazovka (Reference
55 95 75
Positions) Lights
Pata obrazovka Lights 2264 2317 2290,5
Sesté obrazovka Bottom Camera 2 0 1
Sedmé obrazovka Reports and
9 0 4.5
Backups
Celkem 2659 2661 2660

11.1.3 Srovnani ¢asovych narocnosti staré a nové aplikace

Tabulka 11.3 porovnava jednotlivé kroky sefizovaciho procesu (dle implementova-
nych obrazovek), tak aby odpovidaly panelim puvodni aplikace. Z téchto udaju lze
nazorné ukazat, pti jakych krocich doslo k optimalizaci procesu.

Z hlediska provadénych serizovacich tikonti panelu Basic odpovidaji obrazovky
General Settings aReports and Backup. Casovy rozdil mezi starou a novou apli-
kaci je v tomto pripadé nesmérodatny, jelikoz nové reSeni neobsahuje zadny auto-
matizacni proces. Urcité zrychleni mohlo ptrinést pouze restrukturovani komponent;
uzivatel mohl napt. na panelu Basic puvodni aplikace stravit urcity cas hledanim
nékteré z komponent.

Panel Lights & Camera je v podstaté stejny jako obrazovka Lights. Jakakoli
casova zmeéna je ¢isté ndhodna.

Nejvetsi casovy rozdil je patrny mezi panelem Motors a obrazovkami Motor
Zones, Z axis configuration a Reference Positions. VSechny tyto obrazovky
obsahuji nové automatizacni procesy; cas straveny serizovanim se zkratil o 376
sekund, coz je vice nez Sest minut. Z toho vyplyva, ze zahrnuti automatizac¢nich

procesu v nové aplikaci prineslo vyznamné zrychleni sefizovaciho procesu.

11.2 Uzivatelsky komfort

Navrh i implementace nové aplikace probihala za pravidelné konzultace s pracov-

nikem, ktery bude aplikaci aktivné vyuzivat. U vSech komponent na jednotlivych
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Tab. 11.3: Srovnani staré a nové aplikace v jednotlivych krocich

Casové narocnosti [s]
L Pivodni
Nova aplikace )
aplikace
Panel Basi i b k1
anel Basic/aproximace obrazove 46 141
a’
Panel Lights & C i
anel Lights amera/aproximace 29905 9417
obrazovky 5
Panel Motors/aproximace obrazovek
323.5 699
2,3a4
Celkem 2660 3257

obrazovkach je tedy ovérené, ze pri sefizovani budou pouzité pravé v daném kroku.

Struktura aplikace byla rovnéz odsouhlasena jako nejlepsi feseni rtiznych rozvr-
zeni, i pres Spatnou koordinaci aplikace pri jejim restartu, ktery je v pribéhu serizeni
nutny. Tato nevyhoda vsak byla vyhodnocena jako prijatelnd vzhledem k celkovému
vysledku.

Navrh byl koncipovan tak, aby nebylo nutné pii sefizovani pristroje nahlizet do
manualu. Vzhledem ke komplexnosti sefizeni jista navigace pracovnika pri sefizovani
vzdy bude nutna. Diky kontextovému popisu kazdé obrazovky vsak byla nutnost

nahlizet do manuélu sniZzena na naprosté minimum.
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12 Zaveér

Teoreticka c¢ast prace je zamérena na klicové informace tykajici se problematiky
microarray. Jsou struéné popsany chemické analyzatory (véetné analyzatori micro-
array), jejich funkce a fyzikalni principy. Déle se prace vénuje imunoanalytickym
metodam. Na jejich zakladech jsou Casto postaveny biochemické testy, vyhodnoco-
vané pravé chemickymi analyzatory. V kontextu praktické ¢asti prace je vysvétlen
pojem jakost, ktery shrnuje dilezité poznatky o sefizovani pristroju, povyrobnich
kontrolach, normach dané problematiky apod. Zavér teoretické ¢asti se vénuje plat-
formé .NET Framework, pomoci které bude probihat implementace praktické c¢asti
prace.

V praktické casti je popsan analyzator Array Reader C-series spolec¢nosti Bio-
Vendor a jeho stavajici povyrobni kontrola. Informace byly ziskané po proskoleni
odpovédnou osobou a provedeni série povyrobnich kontrol.

Dalsi kapitola praktické ¢asti predstavuje navrh aktualizace stavajici aplikace
pro sefizeni. Navrh byl vytvoren na zakladé osobnich zkusSenosti se sefizovacim pro-
cesem a diskuzi s osobami rutinné provadéjicimi povyrobni kontroly a vyvojari sta-
vajici aplikace. Kromé designu a struktury aplikace se prace zabyva metodami pro
automatizaci. Automatizaci je mozné vyuzit predevsim v nastaveni kamery pristroje
pomoci zpracovani obrazu. Céasteéna automatizace je mozna pii nastaveni koncovych
poloh pojezdu.

Hlavni naplni praktické ¢asti byla implementace aplikace, které spliiuje vsechny
pozadavky vyty¢ené navrhem. Aplikace naviguje uzivatele sefizovacim procesem.
Kroky nalezeni optimalni vysky kamery, nalezeni referenc¢nich pozic a nalezeni bez-
pecnych oblasti jsou automatizované. Do analyzatori je ukladana historie vsech
sefizeni a celd aplikace je vytvorena pomoci komponent spolecnosti BioVendor a
formalné tedy odpovida jejim standardim. K sefizovaci aplikaci je rovnéz k dis-
pozici navod. V praktické ¢asti prace je implementace aplikace podrobné popsana;
konkrétné struktura celé aplikace, principy jeji funkce a dale také algoritmy pro jed-
notlivé metody automatizace. Pro popsani struktury aplikace a volani metod pro
zpracovani obrazu z dynamickych knihoven byly vytvoreny UML diagramy.

V zavéru préace je srovnana puvodni aplikace s novou aktualizovanou aplikaci
z hlediska uzivatelského komfortu a casové naroc¢nosti. Aproximace ¢asovych pri-
béhti z vice méreni ukézala, ze se proces zrychlil témér o deset minut. Zvyseni kom-
fortu pri sefizeni bylo rovnéz dosazeno; jednotlivé kroky setizeni jsou poskladany
do logickych celki, které na sebe navazuji. VSechny kroky jsou na kazdé obrazovce
vysvétleny. I presto je uzivatel pfi sefizeni odkazan na navod, predevsim kvtili kom-
plexnim mechanickym tkontim jako je napt. manudlni zaostfeni kamery. Navod byl

v ramci dokonceni celé prace vypracovan pomoci aktualizace ptiivodniho navodu pro
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sefizeni.

V soucasnou chvili je jiz aplikace stalou soucésti softwaru spolecnosti BioVendor
a je aktivné vyuzivana. Mimo bakalafskou praci byla poté jesté nékolika tpravami
vytvorena sefizovaci aplikace pro fluorescen¢ni analyzator a pro oba stroje byly
vytvoreny také servisni verze sefizovacich aplikaci. Na praktickou ¢ast bakalarské
prace primo navazuje aktualizace autodiagnostické aplikace, ktera je nyni v konecné

fazi vyvoje.
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Seznam symbolii, veli¢in a zkratek

CELIA
CLI
CIL
CLR
EIA

ELISA

EMC
FIA
FPIA

ILMA
LIA
LVD
MD
PCR
RoHS

TR-FIA

Chemiluminescent immunoassay - chemiluminiscen¢ni imunoanalyza
Common Language Infrastructure

Common Intermediate Language

Common Language Runtime - virtualni stroj

Enzyme immunoassay - enzymoimunoanalyza v homogennim
prostiedi

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay - enzymoimunoanalyza

v heterogennim prostredi

Electromagnetic compatibility - elektromagnetickd kompatibilita
Fluorescent Immunoassays - fluorescenéni imunoanalyza
Fluorescence Polarization Immunoassay - fluoresen¢ni polarizovana
imunoanalyza

Immunoluminometric assay - imunoluminometricka analyza
Luminescence immunoassay - luminiscen¢ni imunoanalyza

The Low Voltage Directive - elektricka bezpecnost

Machinerz directive - smérnice pro strojni zatizeni

Polymerase Chain Reaction - polymerazova retézova reakce
Restriction of the use of certain Hazardous Substances in electrical
and electronic equipment - omezeni v pouziti zakazanych substancich
v elektrickych a elektronickych zarizenich

Time-resolved fluorescence immunoassay - fluorescencni

imunoanalyza rozlozena v case
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A Srovnani analyzatorii microarray Array Rea-

der C-series a Sensovation CLAIR

Tab. A.1: Srovnani ArrayReaderu C-series s analyzato-
rem Sensovation CLAIR

Nazev zarizeni

Array Reader C-Series &
BioVendor Analytics

SensoSpot  Colorimetry &
Array Reader Software

Rozméry  zari- | 250mm x 400 mm x 230 mm | 440 mm x 340 mm x 210

zeni mm

Hmotnost zafi- | 16 kg 15 kg

zeni

Vyuziti Mikrobiologie, multiplexni | imunochemické testy, ge-
imunochemické testy, DNA- | nové exprese, proteinové
/Oligo/Proteinova array array

Nosice vzorkt mikrotitracni desticky, | mikrotitracni desticky,
stripy stripy

Detektor CMOS kamera CCD kamera

Rozliseni ka- | 5 MPx 3.8 MPx

mery

Ostrici rovina 1-20 mm 1-10 mm

Hodnoty pixelu | ¢ernobilé, barevné (RGB) ¢ernobilé

Rozliseni vzorku | 6 ul/pixel 6 ul/pixel

Minimalni veli- | 20 pm 30 pm

kost spotu

Maximalni veli- | 6500 pm 500 um

kost spotu

Snimané oblast

Kruhova s priamérem 6.5

mm + stitching algoritmus

Kruhova s priamérem 6.5

mm + stitching algoritmus

Format obrazu

PNG  24bit,JPEG,TIFF
24bit barevny, TTFF
12bit/8bit Cernobily

TIFF 16bit, TIFF 8bit

Technologie LED s dlouhou zZivotnosti Vysokovykonna LED
osvétleni

Pozicovani 08y - X,V,Z 08y - X,V,Z

Skenovaci cas cca 2 min 2.5 min

Napajeni 110-230 V,50/60 Hz 100-240 V, 47-63 Hz
Vykon zarizeni 15-25 W Max. 150 W
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Pripojeni k PC

USB 2.0/3.0

USB 2.0

PC vybaveni

Vyzadovan PC - muze byt
dodano PC s dotykovou ob-

razovkou

Integrované PC s dotyko-
vou obrazovkou v pristroji,
nebo moznost ovlddat ex-

ternim pocitacem

Integrovany
QR/BAR scan-

ner

Ano, na objednani

Ne

Vzdélené ovla- | Ano - TCP/IP (pouze pro | Ano - TCP/IP (Plné ovla-
déani diagnostiku) déni)

Analyza array Ano Ano

Analyza jamky | Ano Ne

Vybér skenovaci
oblasti

Ano, zadavano v aplikaci

Ano, zadavdno graficky/-

textove

Preruseni skeno-

vani

Ano, lze prerusit

Ano, lze prerusit, nebo po-

zastavit

Korekce obrazu

Uprava svétlosti a  kon-
trastu, prevod do Sedoténo-

vého obrazu, inverze barev

Uprava kontrastu

Mechanismus
analyzacni

miizky

Nevyzaduje referencni

spoty (ale podporuje je)

Vyzaduje referenc¢ni spoty

Lokalizace spotii

Automatickd s manudlnim

Automatickd s manudlnim

ovladanim ovladanim
Vyrazeni spotu z | Ano Ne
analyzy
Vytazeni  kon- | Ano Ne
tury spoti
Analyzovany Kruhovy, skutecny tvar Kruhovy, obrys, obdélni-
tvar spotu kovy

Interpretace vy-
sledkii

Vyhodnoceni vysledkil je

soucasti analyzy

Interpretace vysledkti po-
moci MO Excel

Statistické para-

metry spotl

prumér pozadi/spot, me-
dian pozadi/spot, minimum
pozadi/spot, maximum po-
zadi/spot, smérodatna od-

chylka pozadi/spot

priumér pozadi/spot, me-
dian pozadi/spot, suma po-
zadi/spot, smérodatna od-

chylka pozadi/spot
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Export dat souhrnné informace o skenu | .xml pro kazdé skenovani,
a detailni informace o kazdé | csv soubory, TIFF pro kaz-
jamce exportované do .xlsx | dou jamku

Import dat konfiguraéni data (XML a | konfigura¢ni (GAL)

GAL), data o pacientech
(XML), skenované obrazy
(PNG,BMP, TIFF,JPEG)

MozZnosti mrizky

Pocet sloupcii a radki, hori-
zontalni a vertikalni mezery

mezi jamkami

Pocet radk,

vzdalenosti spoti X a Y

sloupci  a

MozZnosti spotii

Ocekavany prumeér, interval

priméru (minimélni a ma-

miniméalni  pramér, tvar

spotu, vlastnosti spotu,

ximalni) minimalni shoda s kruhem
Filtrace prachu | Ano Ano
Vyhodnoceni in- | Ano Ne
tenzity spotu a
analyza pozadi
Analyza koncen- | Ano, pokud je k dispozici | Ne

trace spotu

referenc¢ni koncentrace

Vyhodnocovaci | Ano, ano Ne, pouze v Excelu a ne,
meze a pravidla pouze v excelu
Autodiagnosticky| Ano Ano

test

Kalibracni Transparentni a matna Ne, integrované testy

desticky
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B Zdrojové kody

Vypis B.1: Metody pro nastaveni bezpecné oblasti
private void btnGoMinX_Click(object s, EventArgs e)

{
//Pohyb wvoziku
m miCalibrationConfigDFO.m_miDevice.GoToPositionX(
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.SafeMinX);
//Prepsani aktudlni polohy wvoziku
m_miCalibrationConfigDFO0.m_actX =
m_miCalibrationConfigDFO0.m_configuration.SafeMinX;
1blCurrentXValue.Text =
m_miCalibrationConfigDFO.m_actX.ToString();

3

private void btnSetMinX_ Click(object s, EventArgs e)
{

//UloZeni konfigurace

m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.SafeMinX =
m miCalibrationConfigDFO0.m_actX;

//Prepsani textovych oken a zména jejich barvy

lblMinXValue.Text =
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.
SafeMinX.ToString () ;

1b1MinX.ForeColor = Color.Green;

1blMinXValue.ForeColor = Color.Green;
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Vypis B.2: Algoritmus pro nalezeni bezpec¢nych oblasti

//Definice asynchronni metody 1
private async void btnAutoSafeZones(object s, EventArgs e) 2
{ 3
//Metoda, jeZ wvytvorTi instanci indikdtoru pribéhu. 4
Progressor.Instance.BeginProgressMarquee ( 5
"Autoset safe zones", "Autosetting safe zones", this); 6
//Najeti vozikem do mneutrdalni pozice oSy V. 7

m miCalibrationConfigDFO.m_miDevice.GoToPositionY( 8
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.StartY); 9
int halfX; 10
//Najeti voziku ma koncovy spinaé v ose z. 11
await Task.Run(() => 12

m miCalibrationConfigDFO.m miDevice.GoToEndSwitchX Insert ()13
//Najeti voziku mna druhy koncovy spinaé v ose z. 14
await Task.Run(() => 15

m _miCalibrationConfigDFO.m _miDevice.GoToEndSwitchX Eject ())16
//Pocéet kroku mezi spinact. 17
int endPosition = m_miCalibrationConfigDFO. 18
m_miDevice.GetPositionMotorX () ; 19
//Polovina krokd odpovidd stfedu osy . 20
halfX = (int)Math.Round(endPosition*.5); 21
int doorGap = (int)Math.Round(endPosition * .05); 22
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.SafeDoorXl = 23
halfX - doorGap; 24
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.SafeDoorX2 = 25
halfX + doorGap; 26
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.SafeMinX = 27
(int)Math.Round (endPosition * .05); 28
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.SafeMaxX = 29
(int)Math.Round (endPosition * .95); 30
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.EjectX = 31

m miCalibrationConfigDFO.m _miDevice.GetPositionMotorX (); 32
setLabelsX (); 33
//Kalibrace v ose Y 34
await Task.Run(() => 35

m _miCalibrationConfigDFO.m _miDevice.GoToPositionX (halfX)); 36
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await Task.Run(() =>
m miCalibrationConfigDFO.m_miDevice.
GoToEndSwitchY_Insert ());

await Task.Run(() =>
m miCalibrationConfigDFO.m_miDevice.
GoToEndSwitchY_Eject ());

endPosition =

m miCalibrationConfigDFO.m miDevice.GetPositionMotorY ();

m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.SafeMinY
(int)Math.Round (endPosition * .03);

m_miCalibrationConfigDFO0.m_configuration.SafeMaxY
(int)Math.Round (endPosition * .97);

m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.EjectY =
(int)Math.Round (endPosition * .95);

m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.SafeMiddleY =

(int)Math.Round (endPosition * .42);
setLabelsY () ;
enableXMovement (true) ;
await Task.Run(() => m_miCalibrationConfigDFO.
m miDevice.GoToStartPosition());
Progressor.Instance.EndProgress (true);
autosetDone (true);
updateMotorPosition ();

return;
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Vypis B.3: Metoda FindCircle

void Calibration::FindCircle(Mat almg, int radius, int areal

{ 2
//0véteni vstupu obrdazku 3
if (almg.empty ()) 4
{ 5

m_xCoodr = -1; 6

m_yCoodr = -1; 7

return; 8
} 9
//Predzpracovani obrdzku 10
Mat cImg; 11
medianBlur (almg, almg, 5); 12
IABase::ConvertToGrayScale (aImg, cImg); 13
vector<Vec3f> circles; 14
//Detekce kruzZnic 15
HoughCircles (cImg, circles, HOUGH_GRADIENT, 1, 10, 100, 306

radius - area, radius + area); 17
if (circles.size() == 0) 18
{ 19

almg.release (); 20
cImg.release (); 21
return; 22

} 23
//Primérovani detekovanych kruzZnic 24
Point center = { 0,0 }; 25
int max circle = 0, iterations = 3; 26
if (circles.size() < 1) return; 27
if (iterations > circles.size()) 28
iterations = circles.size(); 29
for (int j = 0; j < iterations; j++) 30
{ 31
for (int i = 0; i < circles.size(); i++) 32

{ 33
if (circles[max circle][2] <= circles[i][2]) 34
max_circle = ij; 35

} 36
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if (circles[max circle][2] > 0)

{
center.x += circles[max circle][0];
center.y += circles[max_circle][1];
circles[max _circle] [2] = O;

}

else

{
almg.release();
cImg.release();

return;

}
center.x /= iterations;
center.y /= iterations;

m_xCoodr = center.x;

m_yCoodr center .y;
cImg.release();
almg.release ();

return;
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Vypis B.4: Ttida Calibrationlmage

public class CalibrationlImage
{
//Definice metod dynamickych knihoven
[D11Import ("IAArrayReader.dll", CallingConvention
CallingConvention.Cdecl)]
private static extern IntPtr ICalibration();
[D1lImport ("IAArrayReader.dll", CallingConvention

CallingConvention.Cdecl)]

private static extern void IFindCircle(IntPtr obj,

IntPtr bmp, int radius, int radius_area);
[D11Import ("IAArrayReader.dll", CallingConvention
CallingConvention.Cdecl)]
private static extern int IGetX(IntPtr obj);
[D1lImport ("IAArrayReader.dll", CallingConvention

CallingConvention.Cdecl)]
private static extern int IGetY(IntPtr obj);

[D1lImport ("IAArrayReader.dll", CallingConvention
CallingConvention.Cdecl)]

//Instance tridy

private IntPtr m_instance = IntPtr.Zero;

//Konstruktor
public CalibrationImage ()
{
m_instance = ICalibration();
}

//Metoda pro detekce kruzZnic
public void FindCircle (BVIBitmap bmp,

int radius, int radius_area)

{

IFindCircle(m_instance, bmp.Ptr,radius, radius_area);

}

//Ziskant souTadnice X detekované kruzZnice
public int GetX ()
{

return IGetX(m_instance);
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//Ziskant sourTadnice Y detekované kruinice

public int GetY ()

{

return IGetY(m_instance);
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Vypis B.5: Metoda CenterWell()

protected bool centerWell ()

{
//Definice a deklarace proménnych
CalibrationImage calibration = new CalibrationImage ();
int center_x, center_y,;
int prev_center_x = 0, prev_center_y = 0, steps_x = 100,
steps_y = 100, count = 0, errors = 0;
bool first _iter = true

BVIBitmap img;
const double px_st = 3.7;

//Cyklus ecntrovdani jamky
while (true)

{
count++;
//Ziskani obrdzku
img = m_miCalibrationConfigDFO.m _miDevice.

Camera.GetSnapshotBVIBitmap () ;

//Detekce kruZnic

calibration.FindCircle (img,

m _miCalibrationConfigDFO.m_configuration.WellSize, 75);

//Provede se v pripadé prunt iterace
if (first_iter)

{
prev_center_x = (int)Math.Round(img.Width / 2.0);
prev_center_y = (int)Math.Round(img.Height / 2.0);
first _iter = false;

}

img?.Dispose ();

//ziskdani soutadnic
calibration.GetX();
calibration.GetY();

//Rozhodnuti o vysledku centrovani

center_x

center_y

if ((center_x == -1) || (center_y == -1))
{

if (errors > 2) return false;

else
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{ 37

errors++; 38
continue; 39

} 40

} 41

if ((Math.Abs(steps_x) < 15) && (Math.Abs(steps_y) < 1532
//Uspésné ukonceni 43
return true; 44

else if (count > 19) 45
//Neispésné ukonceni - p7iliS mnoho pokusi 46
return false; 47

else 48

{ 49
//Upraveni pozice wvoziku 50
steps_x = 51
(int)Math.Round ((prev_center_x - center_x) * px_st); 52
steps_y = 53
(int)Math.Round ((prev_center_y - center_y) * px_st); o4
if ((Math.Abs(steps_x) > 2500) || 55
(Math.Abs (steps_y) > 2500)) 56
return false; 57

m miCalibrationConfigDFO.m_miDevice.Move2D ( 58
steps_x, steps_y); 59
} 60

} 61

} 62
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Vypis B.6: Algoritmus pro nalezeni vysky kamery

private async void btnAutofindRefZ (object s, EventArgs e) 1
{ 2
//Indikdator pribéhu 3
Progressor.Instance.BeginProgressMarquee ( 4
"Autofind Reference Z", "Autofinding Reference Z", this); 5
int refZ = 775000, count = O; 6
//Posun mna pozici Al 7
await Task.Run(() => 8

m miCalibrationConfigDFO.m _miDevice.MoveToPlatePosition (0, 9));
BVIBitmap img; 10
CalibrationImage calibrationImage = new CalibrationImage (D}
//Hlavni cyklus metody 12
while (count <= 50) 13
{ 14
count ++; 15
//Posun referenéni pozice 16
bool success = await Task.Run(() => 17

m _miCalibrationConfigDFO.m _miDevice.GoToPositionZ(refZ)); 18

if (!success) 19

{ 20
Progressor.Instance.EndProgress (true); 21
DialogForm.WarningMessage (MessageBoxButtons . 0K, 22
Properties.Errors.BAS20012, this); 23
return; 24

} 25
//Ziskani obrdzku 26

img = await Task.Run(() => 27
m_miCalibrationConfigDFO.m_miDevice. 28
Camera.GetSnapshotBVIBitmap ()); 29
//Analjza obrdzku 30
await Task.Run(() => 31
calibrationImage.FindCircle (img, 32
m_miCalibrationConfigDF0.m_configuration.WellSize, 5)); 33
//Rozhodnutt o analfyzce 34

if (calibrationImage.GetX () != -1 && 35
calibrationImage.GetY () != -1) 36
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{ 37

//Uspédné dokonleni - wycentrovani jamky 38

if (await Task.Run(() => centerWell())) 39

{ 40
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.StartX = 41

m miCalibrationConfigDFO.m _miDevice.GetPositionMotorX (); 42
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.StartY = 43

m miCalibrationConfigDFO.m _miDevice.GetPositionMotorY(); 44
} 45
lblCurrentZValue.Text = refZ.ToString(); 46

refZ = refZ + 100000; 47
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.ReferenceZ =48

refZ; 49
lblRefZValue.Text = refZ.ToString(); 50
1blRefZ.ForeColor = Color.Green; 51
1blRefZValue.ForeColor = Color.Green; 52
updateMotorPosition () ; 53
Progressor.Instance.EndProgress (true); 54
DialogForm.MessageBox ("Autocalibration result", 55

"Autocalibration successfully done. Reference Z was found 56

and added with 100 000.", this); 57
return; 58

} 59
//SniZenti referenéni pozice o 4000 krokd 60
else refZ -= 4000; 61

} 62
Progressor.Instance.EndProgress (true); 63
autosetDone(false); 64
return; 65

} 66
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Vypis B.7: Algoritmus pro nalezeni referen¢nich pozic

private async void btnAutofindRefPos (object s, EventArgs e)l

{
//Indikdator pribéhu
Progressor.Instance.BeginProgressMarquee (

"Autofind reference positions",

"Autofinding reference positions", this);
int i;
for (i = 0; i < 3; i++)
{

//Najeti ma pruni pozici - Al
if (i == 0)
await Task.Run(() =>
m miCalibrationConfigDFO.m miDevice.MoveToPlatePosition (
0, 0, m miCalibrationConfigDFO.m_configuration));
//Najeti ma druhou pozici - Al12
else if (i == 1)
await Task.Run(() =>
m miCalibrationConfigDFO.m_miDevice.

GoToPosition2D(m_miCalibrationConfigDFO0.m_configuration.
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EndRowX, m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.EndRowY))20

//Najeti na trTeti pozice - HI
else
await Task.Run(() =>
m miCalibrationConfigDFO.m miDevice.GoToPosition2D(
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.EndColumnX,
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.EndColumnY));
await Task.Delay (1000);

//vycentrovani jamky

if (false == await Task.Run(() => centerWell()))
{
Progressor.Instance.EndProgress (true);
autosetDone (false);
updateMotorPosition ();
return;
}

//UloZeni konfigurace a prepsant textovfych poli
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if (i == 0)
{
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.StartX =
m_miCalibrationConfigDFO.m _miDevice.GetPositionMotorX ();
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.StartY =
m_miCalibrationConfigDFO.m miDevice.GetPositionMotorY () ;

setLabelInsert ();

o

lse if (i == 1)

-

m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.EndRowX

m_miCalibrationConfigDFO.m miDevice.GetPositionMotorX ();

m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.EndRowY
m_miCalibrationConfigDFO.m miDevice.GetPositionMotorY () ;
setLabelA12();
}
else
{
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.EndColumnX
m_miCalibrationConfigDFO.m miDevice.GetPositionMotorX ();
m_miCalibrationConfigDFO.m_configuration.EndColumnY
m_miCalibrationConfigDFO.m miDevice.GetPositionMotorY () ;
setLabelH1 () ;

}
Progressor.Instance.EndProgress (true);
updateMotorPosition () ;

autosetDone (true);
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