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Resumen

En este trabajo se presenta un método para procesar imagenes para optimizar la calibra-
cién de microscopios opticos Lext Olympus con plantillas. El algoritmo pro-puesto ya fun-
ciona en las escalas de los autocolimadores Nikon, que son similares a las presentes en las

(1-11)


http://rtyc.utn.edu.ar/index.php/rtyc
https://doi.org/10.33414/rtyc.42.1-11.2021
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Universidad Tecnolégica Nacional Revista Tecnologia y Ciencia
SEPTIEMBRE - DICIEMBRE 2021 / Afio 19- N° 42 DOTI: https://doi.org/10.33414/rtyc.42.1-11.2021 - ISSN 1666-6933

plantillas de calibracién de estos microscopios. El algoritmo fue adaptado para medir estas
plantillas y asi optimizar la calibracién.

Palabras Claves: plantilla de calibracién; microscopio; procesamien-to de imagenes; Confocal.

Abstract

This paper presents an image processing method to optimize the calibration of Lext
Olympus optical microscopes with templates. The proposed algorithm already works on the
scales of Nikon autocollimators, which are similar to those present in the calibration tem-
plates of these microscopes. The algorithm was adapted to measure these templates and
thus optimize the calibration.

Keywords: calibration slide; microscope; image processing; Confocal.

Introduccion

El microscopio confocal se ha considerado mds que nada como un instrumento de ob-
servacién tridimensional. Sus aplicaciones son variadas, particularmente en Biologia. Sin
embargo, en los ultimos afios ha comenzado a ser utilizado como instrumento de medida
en diferentes dreas de la ingenieria (Caselles J. et al., 2018; Brambilla et al. 2019; De Vicente
et al., 2008).

La necesidad de medir con los microscopios proviene del avance de la nanotecnologia en
los diferentes campos industriales y cientificos. De esta manera, los instrumentos que antes
se utilizaban para observar ciertos fenémenos, como lo son los microscopios confocales,
fueron mutando en su rol y ahora se utilizan como instrumentos de medicion (Pfeifer et al.,
2001). Para cumplir los requerimientos de medida, el microscopio debe realizar mediciones
que sean trazables a los estdndares internacionales. De esta manera, el instrumento ofrece
confiabilidad en las mediciones y puede determinar con bajas incertidumbres sus errores.

Para llegar a estos estandares internacionales la calibracién y trazabilidad de los mi-
croscopios confocales al igual que la de otros microscopios de barrido se pueden asegurar
mediante varios métodos (De Chiffre et al., 2011; Jensen et al., 2013). Uno de los métodos
base (utilizados como referencia inicial en los procesos) es utilizar plantillas especiales de
calibracion.

Estas plantillas se utilizan de la siguiente manera: en primer lugar, el operador obtiene
una imagen de la plantilla. Luego, con el software del equipo obtiene los valores de la mis-
ma (medicién de la plantilla) y los compara con los valores de referencia obtenidos de los
certificados de calibracién de la plantilla. Con los valores de los errores que surgen de la
comparacién procede a ajustar el equipo (generalmente por software). Finalmente, vuelve
a capturar una imagen y repite el procedimiento para calcular los nuevos errores. Si estos
quedan por debajo de los valores aceptables el equipo queda calibrado.

El procedimiento de medicién de la escala de la plantilla mediante el software del micros-
copio (nombrado con anterioridad) es muy engorroso para el operador. Esto se debe a que
el operador debe medir segmento a segmento a través de toda la escala con el objetivo de
averiguar con los filtros del software dénde estd el centro de cada uno. Ademads, este méto-
do es demandante en cuanto a tiempo y posee los problemas tipicos de las mediciones con
paralaje. Dada esta problemadtica, en este trabajo se propone una mediciéon de la plantilla
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mediante un procesamiento de imagenes que ayuda al operador en este proceso.
Componentes.

1. Microscopio Confocal.

Se utiliz6 para capturar las imagenes de la plantilla un microscopio Confocal marca LEXT
OLYMPUS (ver Fig. 1). Este instrumento utiliza un sistema ldser monocromatico de baja po-
tencia y alta intensidad para la iluminacién (Webb 1996, 1999; Salerni, 2011).

Fig. 1. Confocal Lext Olympus.

El haz del sistema ldser pasa a través de un divisor de haz y luego, uno de los rayos se redi-
rige a la muestra a través de la ptica del microscopio (Claxton et al., 2006). El sistema dptico
del microscopio confocal utiliza un colimador de orificio delimitante denominado pinhole
para eliminar la luz desenfocada o los reflejos de la lente en objetos que son de dimensiones
superiores al plano de foco. El pinhole (similar al de las cdmaras fotograficas) esta localizado
frente a un foto-multiplicador que limita el paso de las intensidades de luz de las regiones
del objeto que estén fuera de foco.

Una vez que se ilumina la superficie de escaneo, el rayo reflejado viajard por el mismo
camino hacia su lugar de origen. Si la iluminacién estéd bien enfocada en la superficie, el haz
reflejado ira al detector sin perder intensidad, pero si la superficie esta fuera de enfoque,
la intensidad serd menor. El rayo filtrado llega finalmente al detector que es leido por el
software quien procesa la sefal, haciendo una reconstruccion 3D de la superficie capa por
capa (Cheng et al., 2019).

2. Plantilla de Calibracion.
La plantilla de calibraciéon marca Motic (ver Fig. 2) es la tipica plantilla que se incluye en
los microscopios para calibrar el equipo (microscopio y software). En general poseen varios
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puntos de diametro variable mas una escala en forma de cruz central, en este caso de 0,01
mm por divisién en ambos ejes. Esta cruz se puede observar en la Fig. 3.

Calibration slide

1.5mm ®»0.6mm ® 0.15mm @0.07mm

6] °

e Meotie

Fig. 2. Plantilla de calibraciéon marca Motic con 4 puntos de diferentes
diametros y una escala central en forma de cruz.

Para capturar la cruz central de la plantilla se enfocé el microscopio en esa zona y se to-
maron imagenes de la escala. Se tomaron 3 imagenes de la cruz en una direccion y otras 3
imagenes a 90° (ver. Fig. 3).

Scanning mode:XYZ fast scan
+ Color

Image size[pixels]:1024X1024
Image size[pm]: 1280x1278
Objective lens:MPLFLN10
Zoom:1X

Fig. 3. Imagen capturada de la escala de la Plantilla de calibracién marca
Motic. Esta escala es la que aparece en el centro de la plantilla.

Método de la calibracion.

1. Medicién manual de la escala con software Confocal.
En primera instancia, se midié la imagen de la Fig. 3 con el software del microscopio
Confocal. Para esto, el operador debe posicionar la regla virtual que posee como herramienta
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el software en el centro de cada segmento. Este procedimiento, que lo hace de forma ma-
nual, incluye medir la distancia entre segmentos denominada “d” como se muestra en la Fig.
4. Se busca el centro de cada segmento para que la medicion sea repetible y confiable. Para
esto, el operador debe observar cada segmento “sl...sn” y determinar el centro para luego
medir con respecto al segmento central.

Esta medicion manual posee diversos problemas. El operador debe invertir mucho tiem-
po en encontrar el centro de cada segmento y, a la vez, no puede definir con exactitud si el
centro que decidid es el adecuado. Ademas, se produce una suma de errores sistematicos al
no medirse de forma simultdnea todos los centros de segmento (el operador repite el mismo
procedimiento hasta llegar al “s ” como se muestra en la Fig. 4).

S2 'S3 sn

=0 2
o nn\nn) »@ |n||||i |i:n]||n o

Fig. 4. Procedimiento de medicion realizado por operador con software del
microscopio confocal. Para medir cada distancia “d” el operador debe trabajar con
dos segmentos. Se repite el procedimiento hasta llegar al par sO - sn .

2. Medicién digital de la escala de la plantilla.

En esta seccidn y en la proxima se describe el algoritmo éptimo (Detector Gaussiano), jun-
to con el pre-procesamiento necesario para reducir el efecto vifieteo. Este efecto se refiere
a una pérdida de iluminacion dependiente de la posicion en la salida de un sistema 6ptico,
debido principalmente al bloqueo de una parte del haz incidente en la apertura del sistema.
Esto se ve reflejado por un desvanecimiento gradual de la imagen en puntos cercanos a su
periferia (Hecht, 2011).

La técnica reportada en Flesia, 2014, y las primeras versiones del algoritmo (Schiirrer et
al., 2014, Bergues et al., 2014) explican como encontrar el centro de cada linea con la trans-
formada Hough para luego promediar las ubicaciones de los centros de linea. Este método
tiene desventajas por la alta sensibilidad en las mediciones de baja frecuencia debido a que
la matriz de Hough pondera todos los pixeles por igual.

El algoritmo anterior (Bergues et al., 2014) fue mejorado (Bergues et al., 2015) para redu-
cir los efectos a bajas frecuencias. Dado que el algoritmo utiliza estadisticas robustas para
ajustar los datos, obteniendo una buena localizacién incluso con ruido y desenfoque, pro-
ducto del movimiento de la cdmara, se debe aumentar la precision de ajuste para muestras
pequefias. Para esto se deben corregir los fenémenos 6pticos producidos por el vifieteo.

Dado el cardcter suave del fondo de la imagen capturada, el filtro Savitzky-Golay es un
método ideal para reducir el desplazamiento producido por el vifieteo. Este filtro estd di-
sefiado para suavizar imagenes, aumenta la relacién sefal-ruido sin distorsionar mucho la
senal. Esto se logra ajustando subconjuntos sucesivos de puntos de datos adyacentes con un
polinomio de segundo grado utilizando el método de minimos cuadrados lineales (Schafer,
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2011). Elfiltrado es un paso de gran importancia cuando se utilizan métodos de ajuste, ya que
el ruido de fondo puede reducir en gran medida la precisién de la medida a nivel sub-pixel.

3.Pseudocodigo del procesamiento de imagenes.

Las secciones transversales de las lineas de intensidad se pueden modelar con una fun-
cion gaussiana. Para este modelo, la determinacion del centro de la linea a nivel de sub-pixel
viene dado por un parametro de la funcidén gaussiana.

Una funcién gaussiana tiene tres parametros importantes: el centro “b” (centro de la li-
nea), la amplitud A (altura de la funcidn) y el ancho de la campana “c”. Interesa en este caso
el centro de la funcién “b” de la ecuacion:

~(x-b)’

f(x)=4e * (1)

Este parametro se encuentra analizando la matriz de intensidades de la imagen en bus-
ca de valores maximos. Alrededor de cada uno de los pixeles de mayor intensidad, se ex-
trae una vecindad lineal, ortogonal a cada posicion de linea detectada (ver Fig. 5). El centro
de segmento esta ubicado en el maximo de la seccidn transversal ajustada a una funcién
gaussiana.

Finalmente, al obtener todos los centros de la escala a la misma vez, se puede construir
una curva cuya pendiente otorgue la distancia promedio entre segmentos de la misma. Este
procedimiento se aplica en ambos ejes de la escala (X, Y).

Remover

fondo

Deteccidn de
escala y corte
longitudinal

Seleccién de
secciones 1D

de escala
Regresion
de centros 3,
0
+ o5
v E
2§
- I o
Paso de a ne de :en::_rn
escala ” =

Fig. 5. Pseudocddigo del procesamiento de imagenes aplicado a la escala de la plantilla en ambos ejes (X, Y).
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Resultados.

Se comparé la medicién realizada por el operador de forma manual utilizando el sof-
tware del microscopio confocal con la mediciéon que entrega el algoritmo de detecciéon
mediante el procesamiento de imdgenes explicado en la seccién 3.

La medicion se realizé sobre todos los segmentos de la escala (se tomaron las distan-
cias entre segmentos colindantes), tanto en la direccién X (Fig. 6) como en la direccion
Y de la misma (Fig. 7). En estas curvas se observa que las mediciones son similares en
forma. El operaror y el algoritmo siguen un mismo patrén. Sin embargo, para analizar en
detalle, se tomo la diferencia entre ambas mediciones segmento a segmento, obteniendo
los valores que distinguen con precision las mediciones (ver figuras 8 y 9).

Se puede observar en los valores de las figuras 8 y 9 que si la distancia entre segmentos
se mide lejos del centro (segmento n°11), se agranda el valor de la diferencia. Esto se debe
a que el operador tiene que hacer la medicién segmento a segmento, mientras que el al-
goritmo de deteccién mide simultaneamente todos los segmentos. Por otro lado, el equipo
tiene un error de ganancia, del orden de los micrémetros, al cual el operario contribuye
debido al método de mediciéon manual.

Dado que la escala tiene una longitud de 1000um (1mm), el error porcentual maximo
ronda el 0,5% a fondo de escala (0,005 mm). Si bien son valores pequefios en relacién al
fondo de escala, también lo es la resolucion del instrumento, por lo cual, es necesario
disminuir los errores sistematicos para que el procedimiento sea adecuado para este tipo
de mediciones.

Eje X .
500 1 [ 1 I 1 I I L d
400 — & -
300 - e _
200 &

100 | e 4

Distancia (;z m)

-©- Algoritmo

®

+ Operario

Posicion de segmento

Fig. 6. Conjunto de datos tomados del eje X de la escala donde se muestra la distancia entre segmentos (um)
definidos tanto por el algoritmo (-0-) de deteccién como por el operador mediante el software Confocal (-*-).
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Eje Y

| I
10 12

Posicion de segmento

- - Algoritmo
-+-Operario |

Fig. 7. Conjunto de datos tomados del eje Y de la escala donde se muestra la distancia entre segmentos (um)
definidos tanto por el algoritmo de deteccion (-o-) como por el operador mediante el software Confocal (-*-).

Distancia (y« m)
o
T

Residuos eje X
I I

Posicion de segmento

Fig. 8. Errores obtenidos de la diferencia de ambas mediciones (operador vs algoritmo de deteccion) para el eje X.
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Fig. 9. Residuos obtenidos por la diferencia de ambas mediciones
(operador vs algoritmo de deteccion) para el eje Y.
Conclusiones.

Se cred una version del algoritmo (ver Fig. 5) explicado en (Bergues et al., 2015) que per-
mite reemplazar al operador en la medicién de la plantilla de calibracién del microscopio
confocal (ver Fig. 3). El algoritmo realiza cortes unidimensionales de la escala para luego
ajustar una funcion gaussiana de la muestra obtenida. Se trabajan con todos los segmentos
en paralelo, mientras que el operador humano debe hacer el procedimiento segmento a
segmento.

Este algoritmo reduce tiempos de procesamiento notablemente. Mientras que el opera-
dor, de forma manual, realiza la operacién en 3 horas el procesamiento de imagenes lo hace
en 5 segundos. Ademas, el procedimiento mejora la determinacion de la repetibilidad del
microscopio confocal, mejora la determinacion de promedios y errores promedios y mejora
la determinacion de las incertidumbres del instrumento.

Por otro lado, este método agrega confiabilidad a la medida ya que el operador, con el sof-
tware del microscopio, no puede distinguir si tom¢ el centro adecuado en su medicidn. Esta
ultima ventaja posiciona al nuevo método como principal herramienta en la calibracién de
microscopios confocales.

Como proximos trabajos, es necesario estudiar otros microscopios. De tal manera de te-
ner un conjunto de imagenes similares en forma, pero diferentes en el modelo de captura.
Se podra estudiar el comportamiento del algoritmo en diferentes sistemas para analizar su
robustez.
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