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REVISION DE TEMA

Sistemas de microscopia virtual: analisis y perspectivas
Diana Marin, Eduardo Romero

Grupo de Investigacion Bioingenium, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia,
Bogot4, D.C., Colombia

Desde finales del siglo XX la microscopia se ha venido transformando, incluyendo nuevos recursos
que mejoran y perfeccionan su practica. Entre ellos se destaca el microscopio virtual, la sinergia
entre disciplinas como la patologia, la histologia, la informatica médica y el analisis de imagenes.
Esta tecnologia ha cambiado muchos paradigmas en la investigacion, el diagnéstico, la educacién
y el entrenamiento médico. Los sistemas de microscopia virtual requieren de la digitalizacién de una
placa con el uso de microscopios robotizados, antes del procesamiento de la imagen y después de
él, compresion, transmision por la red y visualizacion. En este articulo se hace un andlisis extenso
de cada uno de estos procesos, y se presentan las principales caracteristicas de los microscopios
virtuales, junto con el impacto de estos sistemas en actividades de interpretacién y diagnostico.

Palabras clave: microscopia, ingenieria biomédica; patologia, interfaz usuario-computador, procesamiento
de imagen asistida por computador, educacién médica, informéatica médica.

Virtual microscopy systems: Analysis and perspectives

Microscopy has been constantly evolving since the end of the Twentieth Century, with the introduction
of new resources which have improved its practice. For example, the use of the virtual microscope has
reached a high level of maturity; it is a synergy among disciplines such as pathology, histology, medical
informatics and image analysis. This technology has moved forward many paradigms in research,
diagnosis, education and medical training. The virtual microscopy systems require the digitalization
of a physical slide, using motorized microscopes, pre and post image processing, compression,
transmission and visualization. This article provides an extensive analysis of each of these processes.
The main characteristics of virtual microscopy are presented as well as the impact of these systems in
image interpretation and in diagnostic activities.

Key words: Microscopy, biomedical engineering, pathology, user-computer interface; image processing,

computer-assisted; education, medical; medical informatics.

Un microscopio virtual es un sistema que emula
un microscopio Optico convencional, cuyo objetivo
es la visualizacion y el despliegue de diferentes
regiones de una placa virtual comprimida en un
computador o dispositivo de visualizaciéon. Los
microscopios virtuales han comenzado a ser parte
del flujo de trabajo en los laboratorios clinicos y son
de gran ayuda en la ensefianza de la microscopia,
posicionandose como unaherramienta fundamental
en educacién, investigacion y diagnostico (1). Esta
clase de sistemas se debe adaptar a las condiciones
de uso de mudltiples usuarios e iméagenes, a las
necesidades particulares de cada especialidad y a
un manejo tan intuitivo del microscopio virtual, que
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su uso resulte amigable para diferentes tipos de
usuarios (2).

El almacenamiento fisico de cualquier tipo de
informacién tiene grandes limitaciones. En particular,
las preparaciones de histologia convencionales
(placas de vidrio) presentan inconvenientes como
su capacidad de uso y el no ser portatiles:
s6lo un usuario puede observar la muestra, el
transporte de las placas es tedioso, las prepara-
ciones convencionales son fragiles y no son
permanentes (aparecen burbujas y la coloracién
se destiie muy rapidamente). Algunas técnicas
(inmunofluorescencia) sélo permiten evaluar la
preparacién un breve periodo tras su realizacion, y
algunos tejidos o sustancias, como los cristales en
el liquido articular, no se conservan (3).

Por el contrario, la muestra almacenada virtual-
mente resuelve la mayor parte de estas dificultades.
La informacién virtual siempre esta disponible para
ser utilizada por multiples usuarios, se transporta
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facilmente, la exploracion se puede estandarizar y
es flexible. Otra ventaja de tener las placas digita-
lizadas, es la posibilidad de hacer anotaciones,
marcar regiones de interés, utilizar técnicas de
segmentacién de imagenes y reconocimiento de
patrones, asi como hacer posible el analisis, la
comparaciéon y las medidas entre las imagenes
para ayuda en el diagnéstico (4), con lo cual se
puede inferir nuevo conocimiento médico.

Hasta ahora los microscopios virtuales se han
utilizado principalmente, en actividades de ense-
fAanza, como complemento de los cursos de
histopatologia y de los seminarios de patologia
para los estudiantes de medicina. El impacto de
estos sistemas en la educacion ha ido creciendo
rapidamente, y hasta el momento hay disponible
una gran cantidad de implementaciones (3,5-11).

Una de las ventajas del microscopio virtual es que
permite a los futuros médicos adquirir la practica
necesaria en las técnicas relacionadas con micros-
copia, en cualquier momento del dia y desde
cualquier lugar: los registros muestran que los
microscopios virtuales son utilizados mas intensa-
mente a las 4 a.m., con un intervalo de uso entre
las4a.m.yla1p.m. (7).

En estudios recientes se ha calculado el impacto de
la microscopia virtual en el aprendizaje, resaltando
que los microscopios virtuales son una herramienta
eficiente para la exploracion de las placas de
histologia, y alcanzan 78 % de preferencia frente
a 5,7 % de los microscopios convencionales (3).

Proceso de captura
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La ventaja de los microscopios virtuales, segun los
estudiantes, es la libertad para explorar y estudiar
las placas, lo cual mejora significativamente el
proceso de aprendizaje.

Otra ventaja del uso de los sistemas de microscopia
virtual es la posibilidad de ubicar a varios usuarios
en lugares remotos, para observar en tiempo real
la informacién de la placa virtual, con lo cual se
ofrece un ambiente adecuado para la participacion
de mlltiples expertos en investigaciones cientificas
0 segundas opiniones en actividades de diagndstico.

Microscopio virtual

Un microscopio es un sistema O&ptico que
transforma un objeto en una imagen y amplifica (to
magnify) sus detalles caracteristicos. Cuando se
habla de microscopia virtual, se introducen nuevos
procesos, como la construccion de placas virtuales,
su almacenamiento y el disefio de herramientas
flexibles que permiten visualizar interactivamente
dichas placas virtuales en diferentes ampliaciones.
Estos procesos se ilustran en la figura 1.

En las siguientes secciones se ilustran y analizan
cada uno de estos procesos —adquisicion, ensamble,
almacenamiento y visualizacién—, se mencionan
sus dificultades y se proponen soluciones para
mejorar la practica de la microscopia virtual.

Adquisicién de la muestra

La informacién de una lamina o preparaciéon se
adquiere en imagenes con gran aumento (40X-
100X), realizando multiples tomas secuenciales

Ensamble de la imagen

-

Almacenamiento

Acceso aleatorio
multi-resolucién

Figura 1. Una placa virtual es construida utilizando un conjunto de campos microscopicos adquiridos secuencialmente, los cuales se
ajustan utilizando técnicas de registo de imagenes (12). Una vez construida la placa virtual, se almacena sin pérdidas en un formato
que soporte grandes imagenes. Finalmente, se requiere de alguna herramienta que permita interactuar con los datos almacenados,
visualizando diversas regiones de interés, a diferente aumento (niveles de resolucion) y realizando ajustes sobre la informacién
desplegada (obtener la imagen en distintos niveles de calidad) (13), emulando de esta manera un microscopio convencional.
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adyacentes hasta barrer toda la preparacion. Para
realizar esta tarea, se hace uso de un microscopio
robotizado, el cual es un sistema automatico
conectado de alguna manera al microscopio
y cuyo objetivo es la adquisicién de campos
microscopicos mediante una camara acoplada. La
camara con la cual se toman las imagenes es uno
de los factores criticos en la calidad y velocidad
del proceso de adquisicién de la muestra; por lo
tanto, es fundamental hacer un andlisis de las
necesidades de cada aplicacion en particular. El
microscopio robotizado controla los movimientos de
la platina de un microscopio éptico convencional y
automatiza la adquisicion y almacenamiento de un
patron predeterminado de campos microscopicos,
generalmente, con la ayuda de un computador
(figura 2). Cuanto mayor aumento se utilice, mas
pequeno sera el campo visible y sera, entonces,
necesario un mayor nimero de tomas.

Con el fin de obtener placas virtuales adecuadas
para la practica médica, es necesario tener en
cuentavarios aspectos en el proceso de adquisicion:
la velocidad de digitalizacion, el tamafio maximo
de la muestra, la calidad de enfoque y el método
de barrido.

La velocidad de digitalizacion o tiempo total de
escaneada es uno de los factores més relevantes,
pues hay que considerar aspectos como: el tamafo
del &rea que se desea escanear, una grilla de 64
X 64 campos de vista microscépicos —752 x 560
pixeles— representa un area efectiva de 13,114
x 9,641 mm?; el objetivo empleado (20X, 40X,
100X); la resolucién de la camara digital, la cual
esté limitada por el sensor CCD (Charged-Coupled
Devices) de la camara, por ejemplo, el modelo
DC300 de la Leica de 3,3 megapixeles; el modelo
empleado de platina motorizada, el cual deber ser
de excelente precision, 1 a 3 ym y alta velocidad,
42 mm/s; el nimero necesario de enfoques, las
preparaciones de superficie irregular requieren
establecer un gran nimero de puntos de enfoque,

3.11 > —M—)m
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Figura 2. Proceso de adquisicion de multiples campos
microscopicos.
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lo cual disminuye la velocidad de la escaneada; y
la velocidad de adquisicion de los datos, de camara
a computador.

Por otra parte, como el proceso de adquisicion
de imagenes microscépicas es complejo, es
fundamental encontrar los parametros adecuados
para cada circunstancia, al menos de los factores
que pueden controlarse. La resolucién adecuada
para la adquisicién de imagenes debe tener en
cuenta la maxima resolucion de un microscopio, la
cual es
1.22)

(A.N. objetivo + A.N. condensador)

donde A representa la longitud de onda de la luz
y A.N. es la apertura numérica del objetivo del
microscopio o del condensador (14).

Por ejemplo, con un microscopio de epifluores-
cencia, en el cual el objetivo también actia como
condensador, la resolucibn méaxima para una
longitud de onda de 500 nm y objetivo de inmersién
de 1,4 de apertura numérica, es de alrededor de
0,22 pm. Cuando el ojo humano es el detector, el
uso maximo de la amplificacién (objetivo x aumento
del ocular) debe estar en el intervalo entre 600 y 1.200
veces el objetivo de la apertura numérica. (14).

Esta limitacion se basa en la consideracién de dos
variables biofisicas:

a) la agudeza visual de una persona normal esté
entre 0,5y 1 arc-minuto;

b) el 50% de las células de la retina estan localizadas
en la févea, las cuales cubren sélo 10 grados del
campo visual

(10 x 60) arc — minutos/grado

=600—-1200
(0,5—1) arc — minuto

Cuando se usa una camara digital como detector,
una regla bésica de resolucién consiste en que, al
menos, dos pixeles representen, sin ambigledad,
una caracteristica enlaimagen, lo cual por supuesto
debe seguir la regla de Nyquist-Shanon (15).

Para el diagnéstico, el entrenamiento y la valoracién
de la calidad de la imagen, es importante que los
dispositivos digitales de visualizacién permitan
observar la imagen, como si se estuviera haciendo
en un microscopio convencional. Sin embargo,
existen limitaciones en cuanto a la resolucién de
los dispositivos de visualizacién y la distancia del
observador a la pantalla.
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La visualizacién de una imagen en un monitor
de computador depende de la agudeza visual
humana; por ejemplo, la capacidad del ser humano
para discriminar 1 arc-minuto corresponde a la
habilidad para encontrar detalles con diametros
de 0,07 mm (70 ym) a una distancia 6ptima de 25
m (14). Debido a la forma como el ojo integra la
informacién de lineas, la mayoria de las personas
facilmente pueden observar en un bloque de 25 cm,
20 pares de lineas por milimetro, lo que corresponde
aproximadamente a 1.000 puntos por pulgada
(dots per inch, DPI) y, en un monitor, a 500 pixeles
por pulgada (pixels per inch, PPI). Actualmente,
se encuentran pantallas de visualizacion con
resoluciones de 1.000 PPI, los cuales reproducen
satisfactoriamente las placas virtuales.

En el cuadro 1 se muestran algunas caracteristicas
de algunos sistemas de captura disponibles en el
mercado, tales como Aperio®, LifeSpan®, Carl
Zeiss®, Nikon Eclipse® y Olympus SIS®.

La resolucion de las imagenes adquiridas con
camaras digitales esta determinada por el numero
de células fotoeléctricas del dispositivo de cargas
eléctricas acopladas (CCD). Las camaras utilizadas
en dispositivos comerciales de captura son de alta
resolucion, con tamafos de pixel desde 4,65 x 4,65
pm? hasta 14 x 14 pm?. Las platinas deben ser de
excelente precision y alta velocidad, con velocidades
desde 30 mm/s hasta 180 mm/s y precisién de 1
a 3 micrometros. Algunos dispositivos (LifeSpan
Alias®, Olympus SIS.Slide®) consiguen precisiones
o distancias minimas de 0,002 a 0,015 pm para el
eje Zy 0,25 pm en los ejes X y Y. El microscopio
Nikon Eclipse® adquiere las capturas en formato
JPEG (Joint Photographic Experts Group) y las
almacena en una carpeta, junto con un archivo
“info” que permite reconstruir la preparacion; este

Sistemas de microscopia virtual

sistema es lento y la calidad de las imagenes es
intermedia. El Aperio® captura tiras de imagenes
tiff (Tagged Image File Format) con superposicion,
sistema rapido y de alta resolucién.

Todas las caracteristicas descritas permiten obtener
placas virtuales de excelente calidad, adecuadas
para diagnéstico. Estos sistemas comerciales
tienen altos costos (entre € 35.000 y € 180.000)
y son poco adaptables al flujo de trabajo de
un laboratorio de patologia, debido a que los
fabricantes venden estos productos para una Gnica
aplicacion inmodificable.

Con el objetivo de ilustrar el proceso de adquisicién
de placas virtuales, en la figura 3 se muestra el
microscopio robotizado (Romero E, Vargas C.
Low cost and efficient prototype of a motorized
microscope. Electronics, Robotics and Automotive
Mechanics Conference. Cuernavaca, 26 a 29
de septiembre de 2006. p. 83-4) desarrollado en
el Grupo de Investigacién Bioingenium (www.
bioingenium.unal.edu.co. Expediente de la patente
8 35991 Secu even.0), con el cual se ha construido
una base de datos de placas virtuales, utilizada en
trabajos de investigacién del grupo (16-18).

Este sistema en particular, a diferencia de muchos
sistemas disponibles en el mercado, es adaptable
a muchos microscopios pues es completamente
externo. El sistema esta compuesto por dos
etapas: adquisicién y almacenamiento. La fase
de adquisicién consiste de un sistema mecanico,
adaptado a la platina de un microscopio convencio-
nal, y de una camara digital JVC KY-F58® (Victor
Company of Japan, Japan Ltd.) acoplada al
sistema oOptico triocular del microscopio, disponible
en el comercio.

El disefio mecéanico esta compuesto por una base
y dos “actuadores” (sic.) lineales controlados por

Cuadro 1. Principales caracteristicas de algunos sistemas comerciales de digitalizacién.

Dispositivo Céamara Modelo de Velocidad de Controlador de lluminacion
la platina la platina la platina
Aperio Baster L301 Daedal 38 mm/s Fuente interna
ScanScope Kc (CCD) 106004 -externa EKE
150 W
LifeSpan Alias Diagnostic Lerca CTR 41mm/s Leica LED
Instrument MIC SmartMove Multiespectral
SPOT Xplorer
4MP Mono CCD
Olympus SIS. CCD con Maerzhauser 180 mm/s Joystick Lampara
Slide mascara bayer 12 scan 100*80 halégena 100 W
bits/color
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Figura 3. Microscopio robotizado.

un circuito electrénico que se comunica con el
computador por el puerto USB. Los “actuadores”
(sic.) son dos motores de paso con un transductor
mecanico y un electroiman. Este Ultimo mueve
el mecanismo del “actuador” (sic.) por medio
de una pieza en hierro integrada con la platina
del microscopio. La etapa de adquisicion y la de
almacenamiento se realizan mediante un software
que permite visualizar y almacenar desde el
computador las imagenes provenientes de una
camara montada sobre el triocular del microscopio.
La base permite montar el microscopio dentro del
sistema y sirve de soporte para los “actuadores”
(sic.) lineales.

La precision de este sistema es de 1 pm en los
ejes Xy Y, y su error de precisién es menor de 5%,
valor calculado tras escalar la imagen capturada y
estimar el nimero de pixeles entre marcas antes
del movimiento de la platina y después de él.

Este disefio en particular automatiza la adquisicion
de la muestra desde cualquier microscopio, en
contraste con las soluciones comerciales que
tienen incorporado todo el equipamiento fisico en
un solo dispositivo de adquisicion, en el cual no
se pueden modificar sus parametros segun las
necesidades del usuario.

En el proceso de adquisicién de la muestra, es
frecuente que se presenten varias fuentes de error,
tales como condiciones de iluminacion variables
entre diferentes campos de vista, deformaciones
geométricas por distorsion radial de la camara,
errores de alineamiento en los bordes de la imagen
adquirida o fluctuaciones por movimientos del
motor (12). Estos artefactos visuales siempre se
pueden mejorar aplicando técnicas de restauracién
de imagenes. Por ejemplo, para compensar los
problemas de iluminacién, se puede obtener el
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promedio de zonas comunes alrededor de una
imagen especifica.

Proceso de ensamblaje de las placas virtuales

El proceso de ensamblaje en la construccion de
imagenes de histopatologia puede ser visto como
un rompecabezas, en el cual pequefas piezas se
deben ensamblar de manera precisa, con minimo
error. Para este proceso se deben tomar imagenes
adyacentes con una ligera superposicion entre sus
bordes (entre 5% y 10% del campo microscopico
capturado), hasta hacer el barrido en toda la
preparacion.

Al finalizar el proceso de captura, se continla con
el montaje, con el cual cada fotografia adquirida
se fusiona con sus vecinos espaciales por medio
de técnicas de registro de imagenes. El registro de
imagenes es el proceso de superponer informacién
comun de dos 0 mas imagenes sobre una sola
imagen (19). En el caso especifico de lamicroscopia
virtual, permite encontrar la superposicién entre
imagenes adyacentes para fusionarlas en una
sola, generando una gran imagen correspondiente
a toda la preparacion (4).

Se hace un algoritmo de registro entre dos imagenes,
la plantilla y la referencia, por medio de tres procesos
complementarios: una transformacién geométrica
de la imagen de referencia con la intencién de
superponerla con la imagen plantilla, una medida
de similitud que mida objetivamente el nivel de
emparejamiento logrado en la transformacion y un
algoritmo de optimizacion que permita ajustar de
manera precisa las dos imagenes.

Entre las multiples técnicas de optimizacion utilizadas
en aplicaciones de microscopia virtual, se encuentra
el método “avaro” que hace una blsqueda local de la
mejor solucién. Las medidas de similitud méas usadas
enregistro son la correlacién cruzada normalizada,
la correlacion por fase o la informacién mutua.

En el cuadro 2 se presenta una medida de precisién
de las diferentes medidas de similitud utilizadas en
sistemas de microscopia virtual.

La precisién fue medida como la diferencia entre
la superposicion del microscopio en el proceso
de captura y la obtenida con los tres diferentes
métodos. La experimentacion se llevé a cabo con
un conjunto de 270 imagenes.

El método de optimizacion “avaro” se ha utilizado
con la correlacion cruzada normalizada como
medida de similitud, la cual es especialmente sélida
ante la diferencia de intensidad entre imagenes.
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Cuadro 2. Precision de tres métodos de similitud usados en
sistemas de microscopia virtual.

Método Media * desviacion
Correlacion cruzada normalizada 0,13 £0,037
Correlacion de fase 0,12 £ 0,028
Informacién mutua 0,22 + 0,052

Este método estima el mejor registro para cada
imagen, ajustandola a las imagenes que ya se han
ubicado previamente (figura 4). Este procedimiento
sigue un orden de paso por escaner de izquierda
a derecha y de arriba abajo (20). Otro método
de optimizaciéon (21) estima simultdneamente la
localizaciéon de una fila de imagenes, usando un
algoritmo de programacion dinamica que tiene en
cuenta la contribucién de la fila inmediatamente
anterior. Existen otras medidas de similitud, como
el corrimiento en el espectro de fase de Fourier
(22), o medidas estadisticas, como la informacién
mutua (23).

La correlaciéon cruzada ha sido la mas usada
porque mide el grado funcional de dependencia
estadistica entre dos imagenes, lo cual permite
que esta medida sea indiferente a las variaciones
de intensidad producidas entre adquisiciones
adyacentes, por los movimientos de la platina o por
irregularidades en los cortes histologicos.

Almacenamiento

Cuando se ha construido la placa virtual, se debe
escoger una estrategia de almacenamiento que
tenga en cuenta el flujo de trabajo de un labora-
torio virtual de microscopia: imagenes de gran
volumen, de alrededor de 4 a 10 gigabytes, las
cuales se deben guardar de forma integra y sin
ninguna alteracion de la informacién almacenada.
Para esto, el formato de almacenamiento se debe
ajustar a las siguientes caracteristicas.

« Buenas tasas de compresion. El almacena-
miento en bruto de las imagenes digitalizadas
puede traer problemas por el gran tamafio
que ocupan en disco. La situacién empeora
si se tiene en cuenta que en un laboratorio
de patologia se genera una gran cantidad de
muestras semanalmente, con lo cual se requiere
de cientos de gigabytes disponibles en ese
periodo. Un hospital especializado produce entre
100.000 y 500.000 placas histolégicas cada
ano; el almacenamiento digital de 10% de las
imagenes supondria unos 50 petabytes al afo,
todo un reto para poder almacenar y consultar

Sistemas de microscopia virtual

Figura 4. Ensamble de imagenes adyacentes.

de forma efectiva esta cantidad de informacion
(18).

Otro elemento que beneficia la utilizacion de
formatos con buenas tasas de compresion es
la posibilidad de enviar porciones de la imagen
o la imagen comprimida a través de una red,
debido a que el envio de los datos en bruto es
irrealizable usando el ancho de banda de los
canales de comunicacion actuales.

« Compresion sin pérdidas. Este requisito
resulta fundamental debido a que las imagenes
son la base del diagnéstico y las pérdidas en su
calidad pueden generar diagnésticos incorrectos
(23,24).

» Acceso eficiente a los datos de la imagen.
La resolucién de la imagen reconstruida supera
ampliamente la resolucién de los actuales
dispositivos de despliegue (2). Por esta razén,
es necesario hacer despliegues progresivos de
la informacién contenida en la imagen.

El término despliegue progresivo se refiere a
la capacidad de un formato de compresion de
descomprimir la imagen de manera progresiva
segun la necesidad del usuario, es decir que sea
posible recuperar cualquier porcion de la imagen
en cualquier instante, utilizando solamente los
datos necesarios para reconstruir la informacién
requerida.

Para el caso de la microscopia virtual, son
interesantes tres tipos de progresividad:

§ una version de bajo aumento de la imagen que
se puede ir incrementando, utilizando los datos
de las ampliaciones anteriores.

§ Progresividad espacial: extraccion de porciones
especificas y aleatorias de la imagen (ventanas
de interés), sin necesidad de procesar todos los
datos.
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§ Progresividad por nivel de aumento (magnifi-
cation): despliega versiones de la imagen a bajo
aumento, utilizando una pequefia cantidad de
bytes. Se logran mejores niveles de aumento
utilizando una mayor cantidad de bytes, que
se puede ir incrementando, utilizando los datos
de los aumentos anteriores. Esto permite una
transferencia mas rapida de la informacion a
través de la red de internet y un nivel mas alto
de interaccion.

En la figura 5 se observan los tipos de progresividad
descritos.

Se han empleado diferentes estrategias para alma-
cenar datos en microscopia virtual, que ofrecen
diversas opciones en esta clase de sistemas.
Entre los métodos de almacenamiento de placas
virtuales utilizados por aplicaciones comerciales,
encontramos diferentes formatos de compresion:
TIFF, JPEG2000 (J2K) y, el més utilizado, JPEG. A
menudo se almacenan mdltiples archivos, en una o
varias carpetas, y se asigna una carpeta para cada
aumento (SlidePath™, Bacus Bliss™). También, es
posible encontrar archivos de mapas de bits sin
comprimir (LifeSpan Alias™). El método empleado
por Zeiss Mirax Scan® y por el visor Zoomifye®
almacena varios archivos con una o mdultiples
resoluciones (a menudo JPEG) (Gélvez J, Munn
RJ, Garbutt AW, Cardiff RD. The development
of the MMHCC image archives. Seventh Annual
Conference for Advancing Pathology Informatics,
Imaging and the Internet. Pittsburgh, 2002).

En general, el mayor inconveniente con estas
solucioneseselusosubodptimodelosrecursos. Estas
soluciones almacenan informacién redundante, lo
cual hace que se necesiten dispositivos de mayor
capacidad de almacenamiento y que el manejo del
volumen de informacién requerido en microscopia
virtual sea mucho mas dificil.

También, es posible tener un Unico archivo
comprimido (JPEG) o, mejor aun, un archivo
Unico con resolucion mdultiple. La estructura de
estos archivos es a menudo piramidal (25) y

pueden ser TIFF (Aperio ScanScope™), J2K,
. —
I ] =k >3 e'i.*;;'
4 7 **.-:;. X

Niveles de aumento

Regién de interés
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Flashpix (MicroBrightField Virtual Slice™) u otra
(VSI en Olympus SIS.slide™). Los formatos de
almacenamiento con resolucion multiple permiten
obtener la imagen en diferentes aumentos, sin
redundancia en la informacion.

En los ultimos afios, nuevos formatos, como J2K,
introducen variables que resultan dtiles en el marco
de aplicaciones como la microscopia virtual. Entre
las ventajas adicionales del formato de compresién
J2K, tenemos acceso a regiones particulares de
la imagen sin necesidad de descomprimir toda
la informacion de la imagen, es decir, acceso
progresivo a la informacién en diferentes regiones,
con el aumento requerido y con la calidad deseada;
ademas, permite el almacenamiento de la imagen sin
pérdidas y con buenas tasas de compresion (26).

El estdndar J2K fue desarrollado por el Joint
Photographic Expert Group (JPEG) como respuesta
a las necesidades generadas por el aumento en
el uso del internet y la necesidad de transferir un
gran volumen de imagenes, ofreciendo con el uso
de este estandar un numero de funcionalidades
que no estan disponibles en otros formatos, como
eficiencia, flexibilidad y representacion interactiva
de los datos. El J2K ofrece la posibilidad de acceder
de manera rapida y flexible a la informacién de la
imagen, debido a las diferentes representaciones
que permite el codificador y a la posibilidad de
escalamiento de los datos comprimidos (27). El
estandar J2K se ha convertido en un formato de
compresion ampliamente utilizado en aplicaciones
médicas (1,16,27-29).

Visualizacion y navegacion

El fin dltimo de la microscopia virtual es la
visualizacion interactiva de las placas virtuales
para consulta, interpretacién y diagnéstico. Es
necesario que estos sistemas garanticen el envio
de la informacion de manera eficiente a través
de canales de comunicacién existentes y que
respondan a los requisitos de los estandares de
telemedicina. Los sistemas de microscopia virtual
se basan principalmente en una arquitectura
cliente/servidor, con la cual un servidor conectado a

L+ ))

Niveles de calidad

Figura 5. Tipos de progresividad necesarios en un sistema de microscopia virtual.
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la red (internet o red local) almacena la informacién
de las placas virtuales. El usuario remoto accede
a la informacién requerida mediante el uso de una
interfaz grafica de usuario.

El éxito de un microscopio virtual depende de la
habilidad del sistema para satisfacer las expectativas
del usuario, de manera que estos sistemas deben
estar disefiados y adaptados a las diferentes
necesidades de los expertos. Esto se hace mas
facil si se tiene una interfaz grafica de usuario que
le facilite al experto la visualizacion y exploracion
de la informacion contenida en la placa virtual y le
permita ejecutar una rutina clinica.

El disefio de la interfaz gréfica de usuario debe tener
en cuenta la importancia de los bajos aumentos,
para exploracion, y los mayores aumentos, para
observar con mayor detalle las regiones de interés
encontradas en la exploracion a bajo aumento. La
gran mayoria de estas interfaces en sistemas de
microscopia virtual, le permiten al usuario tener en
cada instante de la navegacion una imagen con
bajo aumento, a modo de mapa orientador de la
preparacién, y una regioén de interés en un alto
nivel de amplificacion.

Estrategias para mejorar los tiempos de
navegacion en sistemas de microscopia virtual

Uno de los principales problemas de los sistemas
de microscopia virtual es la carga y descarga
continua de una gran cantidad de informacion.
Como consecuencia, al desplazarse por una
preparacién virtual, es frecuente apreciar como
las porciones de cada regién de la preparacion
van cargandose lentamente, efecto que dificulta
la integracién de estos sistemas con el flujo de
trabajo de un laboratorio de patologia. Una manera
de solucionar este problema y mejorar los tiempos
de navegacién, es disefar estrategias caché,
prefetching o ambas, e implementarlas en el
sistema de microscopia virtual.

El caché corresponde a un espacio de memoria
intermedia, que almacena porciones de la imagen
que ya han sido recorridas y a las cuales es muy
probable que el usuario retorne. El problema caché
en microscopia virtual necesita, por supuesto, de
granularidad y flexibilidad en la representacion
de los datos (16,30). La politica de reemplazo
debe, ademas, especificar los datos que deben
reemplazarse cuando se accede a una nueva
porcién de laimagen. La més usada en microscopia
virtual es la “dltima” (sic.) recientemente usada
(Least Recently Used, LRU) (16,30), con la cual
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la preferencia del usuario es modelada como una
funcion que decrece con la edad del elemento.
Esta estrategia sigue la hipotesis de que el
patélogo visitar4 con mayor probabilidad las zonas
de la imagen que acaba de visitar, un patrén de
navegacion que rara vez se observa.

Otra estrategia es la “Gltima” (sic.) frecuentemente
usada (LFU) (Ortiz JP, Ruiz VG, Garcia . Improved
JPIP protocol with proxy caching. Computacion de
Altas Prestaciones: actas de las XV Jornadas de
Paralelismo, Almeria, 15, 16 y 17 de septiembre de
2004/Grupo de Investigacion Supercomputacion-
Algoritmos. 2004. p. 328-33) (30-32), bajo la cual la
hipétesis principal consiste en que la probabilidad
de que una regién sea visitada nuevamente
aumenta a medida que el usuario visita la misma
region varias veces.

Por otra parte, las estrategias de prefetching
permiten cargar anticipadadamente la informacién
que va a ser solicitada por el usuario, es decir, esta
clase de estrategias busca predecir los intereses
del usuario y las regiones de la imagen que seran
visitadas en un futuro proximo. Esta clase de
modelos han sido utilizados en navegacién de
ambientesyvirtuales (33) y ennavegacionde grandes
imagenes (34). No obstante, su éxito depende de
la capacidad del sistema para predecir el patrén
de navegacion del usuario. En microscopia virtual
se debe tener conocimiento de la manera como
el patélogo explora una placa de histopatologia,
un tema que serd abordado en profundidad en la
siguiente seccion.

Patron de navegacion de los patélogos

A primera vista, la navegacion de un patélogo
puede ser algo complicada, debido a la serie de
movimientos, a los cambios de aumentos y a
las diferentes velocidades, que dependen de la
informacion que se esta observando. Sin embargo,
estos patrones no son movimientos aleatorios,
como se ha demostrado en multiples estudios (35-
38), sino que son movimientos guiados por largos
periodos de entrenamiento (35).

Los patélogos realizan la exploracion de una placa
utilizando dos operaciones complementarias: paso
de la imagen por el escaner, con el fin de encontrar
informaciéon que pueda ser relevante, y aumento
o disminucion del aumento (zoom-in/out), para
refinar la calidad de la informacion (36-39). Estos
dos patrones de navegacién siguen los cuatro
pasos clésicos en el manejo de informacién: mirar,
observar, reconocer y entender (36).
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En conclusion, cada patélogo sigue una metodologia
estandar. Primero, el examen de la muestra se
lleva a cabo a baja aumento, con el fin de localizar
la informacion relevante, mediante la organizacion
espacial de la muestra de histopatologia. Una vez
existe un interés sobre alguna region particular,
se realiza un examen mas minucioso (9,35,37).
En un reciente estudio (32), se demostré que los
patélogos usan sélo uno o dos aumentos y se
mueven a través de la placa sistematicamente
en varias direcciones, lo cual genera linealidad
en peticiones consecutivas de la imagen (37).
Otros trabajos han demostrado, no sélo que los
movimientos son lineales, sino que los patrones
de velocidad son isotonicos (17). Varios trabajos
recientes (17,18) indican que las estrategias de
caché y prefetchingimplementados en los sistemas
de microscopia virtual e inspirados en el patrén de
navegacion de los patélogos, mejoran los tiempos
de exploracién de las placas, al menos, en 30%,
eliminando retrasos indeseados en la practica de
la microscopia virtual.

Algunas implementaciones de sistemas de
microscopia virtual

Fontelo propone un sistema de microscopia
virtual con almacenamiento en formato JPEG
con pérdidas (Fontelo P, DiNino E, Johanssen
K, Khan A, Ackerman M. Virtual Microscopy:
Potential Applications in Medical Education
and Telemedicine in Countries with Developing
Economies. Proceedings of the 38th Annual Hawaii
International Conference on System Sciences
(HICSS38) 2005, p. 153c). Aunque logra buenas
tasas de compresion, no cuantifica los errores
por utilizar este tipo de almacenamiento; ademas,
esta clase de archivo no permite progresividad, es
decir, hay que descomprimir la imagen completa;
estos factores hacen ineficiente la navegacién en
escenarios reales.

Zhang (40,41) propone un sistema para microscopia
virtual que utiliza Wavelets de Haar como
transformacién que genera multiples escalas. Para
la codificacién, utiliza un codificador de Huffman
basado en bloques. Cuando se solicita una
imagen, el servidor busca la informacién requerida
para reconstruir la porcién de la imagen especifica,
en el nivel de resolucién deseado por el usuario.
La imagen construida es convertida en JPEG y
transmitida por la web.

En la actualidad, se reportan mas de 31 aplicaciones
comerciales en microscopia virtual (25). Entre
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éstas se encuentra el Virtual Microscope (42)
desarrollado por la National Aeronautics and Space
Administration (NASA) de los Estados Unidos y
Saint Leo University, que permite visualizar una
base de datos de 90 muestras disponibles; es una
aplicacion desarrollada en java y cuyo codigo se
encuentra disponible. Actualmente, sélo soporta
datos adquiridos desde el Philips Environmental
Scanning Electron Microscope (ESEM) vy el
Fluorescence Light Microscope, los cuales tienen
costos muy elevados, pero el sistema pude
ser adaptado a dispositivos de captura de alta
resolucion. Este sistema permite ajuste de los
parametro de la imagen (contraste y brillo), cambio
defoco, analisis de lacomposiciénde los elementos,
medidas y representacion (to render) de los datos
en tres dimensiones. La interfaz de usuario permite
hacer anotaciones o cargar anotaciones creadas
previamente.

Neuroinfo™ (43) es un software desarrollado por
MicroBrightField, que soporta grandes imagenes
almacenadas en un formato piramidal. Cada nivel
de resolucion de la imagen se divide en pequefas
regiones rectangulares (baldosas), las cuales se
transmiten segun las necesidades del usuario. Esta
aplicacién permite la anotacion de las imagenes
y cambiar o agregar descripciones a las placas
virtuales.

También, esta disponible el MicroScape Virtual
Laboratory (44), que esta incluido dentro del
proyecto LabSpace, el cual busca promover y
mejorar la colaboraciéon entre investigadores y
cientificos. ElI PathXL™ (45) es una aplicacion
desarrollada por la Universidad de lowa (46) que
permite hacer anotaciones, e incluir etiquetas con
flechas, circulos y textos en las imagenes. Todas
estas aplicaciones muestran la importancia y
potencia de los sistemas de microscopia virtual.

En Colombia, la aplicacién stand alone para
microscopia virtual utiliza imagenes comprimidas
en J2K (16). Esta aplicacion permite un acceso
progresivo espacial, por aumento y por calidad, a la
informacién de la imagen. Ademas, usa estrategias
de cachéy prefetching para acelerar la navegacion.
Algunas soluciones comerciales (47) permiten el
almacenamiento en J2K, pero no aprovechan las
caracteristicas de progresividad que provee el
estandar. Moshfeghi (48) y Taubman (Taubman
D. Remote browsing of JPEG2000 images.
Proceedings. 2002 International Conference on
Image Processing. 2002. 2002;1:229-32) disefiaron
dos sistemas experimentales para navegar grandes
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imagenes que permiten el almacenamiento en
formato J2K. Sin embargo, estos sistemas carecen
de un disefo especifico para la navegacion de
imagenes microscopicas.

También, esta disponible el sistema Imagescope™
(49), una aplicacion que incluye educacién en
patologia, telepatologia, analisis de imagenes
y Picture Archiving and Communication System
(PACS) en patologia. Existe también el John
Hopkins VMV (13), el cual mejora la navegacion
usando estrategias de caché y prefetching. Estos
sistemas no son de cédigo abierto y, por lo tanto, es
imposible realizar adecuaciones o modificaciones,
una limitacién de fondo en muchos procesos de
educacion o investigacion.

También se encuentran aplicaciones comerciales
y costosas, tales como Zeiss®, BacusLabs® vy
Aperio®, que permiten la visualizacion en tres
dimensiones de las placas.

Perspectivas de los sistemas de microscopia
virtual

Un patélogo interactia con un microscopio virtual
con la intencién de buscar informacién pertinente
en alguna tarea diagnéstica. Los patrones de
navegacion, generalmente, no son continuos,
sino que el especialista usa la ventana en bajo
aumento para determinar la ubicacién de las
posibles fuentes de informacion. Bajo el principio
del minimo esfuerzo, este especialista realiza una
caminata por la placa virtual completa, compuesta
de multiples saltos espaciales y cambios de
aumento. La trayectoria definida por estas acciones
se conoce como “camino de observacion”.

En las condiciones actuales, un experto se conecta
a un servidor localizado en algun punto de una red
de internet. La satisfaccion por la calidad de la
navegacion, depende del ancho de banda del canal
de comunicaciones, generalmente insuficiente para
el gran volumen de datos que se deben transferir.
Por otra parte, varios usuarios se pueden conectar
al mismo servidor y solicitar la mismaimagen, conlo
cual el uso de los recursos disponibles es ain mas
limitado. Se han introducido diferentes estrategias
de aceleracién en la literatura (17,18,28,32), con
el objetivo de optimizar el uso de estos recursos.
Las estrategias de caché y prefetching han
demostrado una mejora importante en los tiempos
de navegacién (17,18). Es importante anotar
que, cuando estas estrategias estan asociadas
a patrones de navegacion reales, los resultados
son notoriamente mejores (16). Los microscopios
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virtuales deben, entonces, permitir la integracion
con estrategias de aceleracién que establezcan
caminos de observacion asociados a cada imagen
y, también, deben asociar modelos orientados a la
tarea de exploracion diagnéstica (17,32).

Las navegaciones deberian realizarse usando un
numero minimo de ventanas de interés, una tarea
que puede ser el resultado de la determinacion
automatica de regiones de interés (50), usando
mapas de probabilidad asociados a la imagen y
que, ademas, se basen en estrategias 6ptimas de
muestreo (51). En estas circunstancias, un patélogo
deberia lograr un diagndéstico usando sistemas de
microscopia virtual en un tiempo minimo, de manera
que el volumen de trabajo del patdlogo pueda ser
acelerado, tras anticipar y precargar el camino
de observacién al inicio de la navegacion, de tal
manera que se necesite muy poca informacién
adicional para hacer el diagnostico.

Sin embargo, los caminos de observacion dependen
del contenido de la imagen, de la experiencia
del patélogo y de la calidad de la imagen, y, por
consiguiente, son muy variables. Estos mapas
de probabilidad deberian adaptarse al tipo de
navegacion particular, dependiendo de las
necesidades del experto. Entonces, este modelo
deberia ser muy flexible, para adaptarse vy
anticiparse al experto, en las fases de exploracion:
paso de la imagen por el escaner y cambios
de aumento (35). Por otra parte, la calidad del
examen de la imagen esta directamente asociada
con la calidad de la muestra histolégica y las
condiciones de adquisicién: los diferentes niveles
de estandarizacion a nivel de la fijacion de tejidos,
de los cortes, la preparacion y técnica de tincion,
el ajuste del microscopio y los procedimientos de
adquisicion. El desarrollo de nuevas aplicaciones
para la navegacion virtual depende de la calidad de
la imagen, un concepto tradicional que puede ser
retroalimentado por el conocimiento sobre cémo
los expertos interactian con las imégenes. Este
conocimiento deberia ser usado, por ejemplo, en
aplicaciones de compresién y uso de estrategias
de compresion selectiva (Anastassopoulos G,
Skodras A. JPEG2000 ROI coding in medical
imaging applications. En: Proceedings of the 2nd
IASTED International Conference on Visualisation,
Imaging and Image Processing (VIIP ‘02), pp.
783—788, Palma de Mallorca, Spain, August 2002).
También, estas observaciones, o caminos de
exploracion, pueden conducir a nuevas estrategias
de almacenamiento en sistemas de computacion
distribuidos (52), como por ejemplo, el uso de
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algoritmos distribuidos en modelos de exploracion
mas realistas.

Finalmente, el diagnéstico en la histopatologia
moderna es un proceso multimedia, en el cual
los hallazgos en la imagen son dictados y
almacenados. En consecuencia, se debe tener
en cuenta la informacion visual y el conocimiento
semantico asociado a las imagenes (32). Las
anotaciones textuales deben integrarse a estos
sistemas, con el fin de constituir un puente entre
el bajo nivel de informacién de la imagen y los
conceptos semanticos (53). Hoy en dia, las
ontologias pueden ser facilmente construidas
desde documentos de texto, y en microscopia
virtual pueden guiar la definicion de regiones de
interés, caminos de observacion y velocidades,
con el fin de determinar automaticamente caminos
de observacién que permitan mantener la misma
calidad en el diagnéstico en un tiempo minimo.

Conclusion

La microscopia virtual ha comenzado a utilizarse
ampliamente en educacion y formacién médica,
segundas opiniones, procesamiento y analisis de
imagenes, actividades diagnésticas e investigacion
biomédica, y se han convertido en una herramienta
potencial en telepatologia.

En este articulo se presenté un estudio detallado
de los procesos requeridos en esta clase de
sistemas, incluyendo posibles soluciones para las
dificultades técnicas y herramientas de base para
su construccién. Este trabajo también provee una
descripcion actualizada de las aplicaciones de
microscopia virtual.
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