Practico 2 — Introduccidén a la Microscopia ll

NOCIONES DE IMAGEN DIGITAL, MEDICION DIGITAL Y BARRAS DE
CALIBRACION

Las imagenes obtenidas con camara analdgicas, telescopios, microscopios u otros tipos de
instrumentos Opticos presentan variaciones continuas de tonos de sombras y de color. Este tipo
de imagenes se denominan de tono continuo o analégicas, ya que los distintos tonos de
sombras se mezclan de forma continua sin ningan tipo de interrupcion o separacion. A
diferencia de las imagenes de tono continuo, las imagenes obtenidas por camaras digitales
presentan variaciones de tono discreto, es decir, ya no existen variaciones continuas de
sombras o color. Este tipo de imagenes se denominan imagenes digitales. Estas variaciones
discretas corresponden a pequefios bloques -las unidades fundamentales que forman la
imagen- los pixeles (picture elements). Por lo tanto, uno podria definir a una imagen digital
como un arreglo de pixeles en una matriz de M columnas x N filas. La resoluciéon de una
imagen digital esta determinada por el nimero total de pixeles que posea. Cuanto mas pixeles
posea una imagen para un mismo tamafio, mayor sera su resolucion. Por ejemplo, en la Figura
1 se puede observar las diferencias de resolucion al variar la cantidad de pixeles. En la estrella
de mar de la figura la (que posee una resolucién de 175X175 pixeles, es decir, esti
compuesta por una matriz de 175 pixeles de alto y 175 pixeles de ancho), se observan muchos
mas detalles de la anatomia de la estrella en comparacién con las siguientes imagenes (1b-f).
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Figura 1. Efecto del nimero de pixeles en la resolucién de la imagen. Tomado de

www.olympus.magnet.fsu.edu
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La matriz MxN describe Unicamente la forma de la imagen. Se necesita otro parametro,
intensidad, para definir completamente a una imagen digital. Entonces, una imagen digital esta
formada por una matriz de pixeles (a x b x c), donde a y b representan el ancho y el alto
respectivamente y c es la profundidad de color o profundidad de bit. Podriamos decir que es
la tercera dimensién de la matriz, la que permite que cada pixel pueda tener un ndmero
determinado de intensidad (ver Figura 2). Cada pixel tiene su propio valor de intensidad. Si



todos los pixeles tuvieran el mismo valor, la imagen seria una sombra uniforme; todo negro,
banco o gris. Las im&genes en blanco y negro solamente tienen intensidad para los grises mas
oscuros (negro) y los grises mas claros (blanco). Los valores de intensidad estan definidos por
bits (binary digit).
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Figura 2. Micrografia de una célula en cultivo utilizando un microscopio de epifluorescencia. El
recuadro verde muestra una imagen ampliada de una region del limite celular. Nétese los
pixeles con distintas escalas de grises (izquierda) y los valores de intensidad o profundidad de
bit (derecha). Modificado de Rhode, A; Introduction to Image Analysis.

Un bit es la unidad de informacion que equivale a la eleccion de dos posibilidades: 0 0 1. Un
rango de intensidad de 8 bits tiene 256 posibles valores, 0 a 255. Esto se puede evidenciar
matematicamente como 2% 9¢ ) En una imagen de 1 bit, o imagen binaria, 2' = 2 posibles
valores, mientras que, en una imagen de 8-bits (28 se obtienen 256 valores posibles (ver
Figura 3).
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Figura 3. Relacion entre profundidad de bits y escala de grises. Tomado de www.zeiss-
campus.magnet.fsu.edu



Pueden existir diferencias entre la visualizacion de una imagen y la informacion que posee.
Esto tiene particular importancia en las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia.
Se pueden encontrar dos escenarios posibles:

1. Imagenes que se ven iguales pueden tener diferentes valores de pixel.

2. Imagenes que se ven diferentes aun pueden contener los mismos valores de pixel.

Esto podria deberse a que las imagenes presentan distintas LUT (lookup tables). Una LUT es
esencialmente una tabla de equivalencias que convierte los valores de profundidad del pixel en,
por ejemplo, brillo y oscuridad. En una imagen de 8 bits en escala de grises, negro equivale a 0
y blanco a 255, mientras que los valores intermedios representan escala de grises. Otra
posibilidad, seria utilizar una LUT que utilice los colores del espectro de luz visible, por ejemplo,
gue los valores de intensidad cercanos a 0 sean violetas y los cercanos a 255 sean rojos. Al
modificar la LUT de una imagen determinada no se modifican las propiedades de la misma, es
decir, no se cambian los valores de profundidad de bit de cada pixel. Utilizando el ejemplo
anterior, en una imagen determinada, si cambiamos la LUT de escala de grises por la del
espectro de luz visible la imagen no cambiaria sus propiedades, solamente su visualizacion. En
la Figura 4 se pueden observar un claro ejemplo de la relacién entre informacién (profundidad
de bit) y visualizacién (LUT). Si observamos las Figuras 4a y b podriamos decir que ambas
imagenes son idénticas, y que la Figura 4c es distintas a las anteriores. Sin embargo,
solamente las imagenes 4a y ¢ poseen la misma profundidad de bit, aunque su visualizacion
sea diferente.
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Figura 4. Diferentes valores de pixel pueden presentar visualizaciones muy similares al
modificar la LUT de la imagen, por otro lado, mismos valores de pixel pueden presentar
visualizaciones distintas. En este caso en particular las imagenes a y ¢ son idénticas en
términos de valores de pixel, aunque difieran en su aspecto (imagen a, LUT: escala de grises;
imagen c, LUT: fire). Modificado de Bankhead, P. Analyzing fluorescence microscopy images
with ImageJ.

Por lo tanto, para evaluar las similitudes y diferencias entre las imagenes de la Figura 4 no es
aconsejable utilizar su apariencia. Para estos casos es recomendable utilizar los histogramas
de cada imagen. Un histograma representa al total de pixeles agrupados en funcion del valor
de intensidad. Ademas, cada histograma muestra cierta estadistica como son el minimo,
maximo y el promedio de los valores de intensidad para todos los pixeles de la imagen.



Analizando los histogramas y las estadisticas se puede observar que solamente las imagenes
ay c poseen las mismas propiedades.

Calibracion y medicion sobre imagenes diqgitales

La calibracion de una imagen consiste en conocer o reconstruir las condiciones en las que
se ha llevado a cabo la digitalizacion de la misma, para poder equiparar las mediciones
realizadas en la imagen a las realizadas sobre el objeto real.

Se busca establecer la relacion entre el nimero de pixeles y la longitud, en unidades fisicas,
de un objeto sobre la imagen digital y cuyas dimensiones en la imagen real son
perfectamente conocidas. Para ello, se debe disponer de imagenes (tomadas con la misma
magnificacion y resolucién que las micrografias a analizar) de estructuras con dimensiones
conocidas. En nuestro caso utilizaremos imagenes de reglillas objetivas cuyas divisiones
poseen una distancia conocida (Figura 5).
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Figura 5. Imagen de reglilla objetiva tomada con un aumento
total de 100X. Cada divisibn menor equivale a 10 micrometros
(linea roja), las divisiones intermedias equivalen a 50
micrometros (linea azul) y las divisiones mayores equivalen a
100 micrémetros (linea negra).

A continuacién, encontrard una guia para la calibracion y medicion utilizando el software de
acceso libre y cédigo abierto FIJI, programa que utilizara en la actividad practica. En Eva se
encuentra disponible un video tutorial sobre la descarga e instalacién del software.



Manual préctico para realizar mediciones microscopicas en FlJI

1.- Abrir la imagen que contiene la reglilla objetiva (File > open)

2.- Medir:

(Fiji Is Just) Image) - m] *
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help Utilizando la herramienta seleccionar
D"O‘ g‘o;lfz,_@ = \‘A“’\‘@‘D‘ Dw_‘ Sm_‘ wi| g ‘ /‘&‘,c-"»llneas rectas...

*Straight*, segmented or freehand lines, or arrows (right click to switch)

[5° (Fiji Is Just) Image) = [m) X
File Edit Image Procgss Analyze Plugins Window Help
Cjolc|off <N Al 8| @|00] ofswju] 0| 4] 8] #|=

(Fiji Is Just) ImageJ 2.0.0-rc-71/1.52u; Java 1.8.0_172 [64-bit]

752x500 pixels; RGB; 1.4MB

Trazar una linea de seleccion del largo de
upa divisibn conocida de la reglilla
obijetiva, cada division menor
corresponde a una distancia de 10
micrometros

El programa nos dara una medida en pixeles de la linea que acabamos de trazar. Noten que
para gue las lineas tengan 0° o 90° respecto a la horizontal pueden mantener presionada la
tecla “mayusculas” o “shift”. El programa también nos devolvera el angulo con que hemos
trazado nuestra linea de seleccion:
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3.- Establecer la escala (Analyze > Set Scale...)

FIJI reconocera la medida que hemos hecho previamente en el campo “Distancia en pixeles”.

Set Scale

Distance in pixels
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Pixel aspect ratio

Unit of length:  |u

?

Click to Remove Scale |
¥ (Global

Scale: 2.008 pixelsium

OK | Cancel| Helpl

=
Ingresamos la distancia conocida en micrometros que hemos
medido en los pasos anteriores en el campo “Distancia Conocida”
(Known Distance)

Ingresamos la unidad de medida que hemos utilizado en el campo
“‘Unidad de Longitud” (Unit of Length), en nuestro caso, hemos
utilizado lel micrémetro, por lo que ingresaremos: um

Por dltimo, seleccionamos la casilla “Global’, para que esta
calibracion sea aplicable a todas las imagenes con que trabajemos, y
no se limite solo a la imagen en que hemos realizado la medida.

Aceptamos estos cambios con el botén OK

4.- Abrimos la imagen

en la que queremos tomar la medida. Recordemos que laimagen debe

ser tomada con el mismo aumento con que tomamos la foto de la reglilla objetiva que
hemos realizado la calibracion.

5.- Repetimos con esta imagen el paso 2 con la herramienta de seleccion lineal

6.- Solicitamos al programa que mida lo que hemos seleccionado (Analyze > Measure)
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La dltima columna (Length) de la tabla
de resultados que nos devuelve el
programa tiene el dato de longitud que
nos interesa

7.- Si queremos agregar una barra de escala a la imagen utilizando la calibracién que hemos

realizado iremos a: Analyze > Tools > Scale Bar...
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Menu de opciones de la barra de escala:

Sync Measure 3D -

Width inum: ciemos utilizando.

Es el ancho que queremos que tenga la barra de escala en la unidad que

Height in pixels:

Es la altura que va a tener nuestra barra en pixeles.

Font size: Es el tamafio de la letra.

Color:

Es importante es que contraste con el color de fondo. En términos




generales, barras negras sobre fondos claros, y barras blancas sobre
fondos oscuros.

Background:

Location:

Para independizarnos del color de fondo de la imagen podemos ponerle
un fondo a nuestra barra de escala. Suele usarse cuando el fondo de la
imagen es heterogéneo para que la barra se vea.

Define la ubicacién de la barra. Tipicamente se coloca abajo y a la
derecha (lower right), pero depende de la imagen a mostrar.
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