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Abstract.

Within the framework of La Plata University, Argentina (UNLP) e-learning project, an e-
learning platform (WebUNLP) is being used to teach a postgraduate course on crustacean pathology,
since three years ago. Within its contents, this course includes several teaching units that need to study
cytology and histology aspects in hormal and pathological tissue conditions. The capability of providing
this type of knowledge has a direct correlation with the possibility of visualization of specific cases
under high definition microscopes, to distinguish important cellular structures. This is necessary to
provide essential contents and prepare the tasks related practices aimed at achieving an effective
learning in the students. To address this challenge we used, in the process of course implementation, a
virtual microscopy software ImageScope provided for one of the companies that perform digital slide
scanning service (Aperio Technologies, Inc). The aim of this paper is to describe the reasons for the
choice of the mentioned tool, and to related the steps followed for the use of the virtual microscope in
this course. Virtual slides were obtained both: commercially through the scanning service of Aperio and
manually using an Olympus BX51 microscope with an Olympus DP71 digital camera of 12.5
megapixels.

Resumen.

En el marco del proyecto de EAD de la Universidad de La Plata (UNLP), Argentina se ha venido
utilizando, desde hace tres afios, la plataforma WebUNLP para impartir un curso de posgrado en
patologia de crustaceos. Este curso incluye, dentro de su contenido, varias unidades de ensefianza
relacionadas con la citologia y la histologia en tejidos normales y patoldgicos. La capacidad de
proporcionar este tipo de conocimiento tiene una correlacion directa con la posibilidad de visualizaciéon
de los casos especificos, para distinguir importantes estructuras celulares, en microscopios de alta
definicibn. Esto es necesario para proporcionar contenidos esenciales y preparar las tareas
relacionadas con las practicas destinadas a favorecer el aprendizaje por parte de los estudiantes. Para
hacer frente a este desafio en el proceso de migraciéon del curso de la modalidad presencial a la no
presencial es que hemos utilizado un software de microscopia virtual. El software elegido es una
distribucién de software libre (ImageScope), proporcionado por una de las empresas dedicadas a la
digitalizacién de preparaciones virtuales (Aperio Technologies, Inc). El objetivo de este trabajo es
describir las razones de la eleccién de esta herramienta y relatar los pasos seguidos para el uso del
microscopio virtual en el curso antes mencionado. Las preparaciones virtuales utilizadas en el curso se
obtuvieron de dos maneras diferentes: comercialmente a través del servicio de digitalizacion de Aperio
y en forma manual con la combinacion de un microscopio Olympus BX51 y una camara digital
dedicada a microscopia ( Olympus DP71) de 12,5 megapixeles.
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Introduccion

La microscopia virtual y por ende los microscopios virtuales son herramientas que han
revolucionado la ensefianza de la patologia microscépica en distintas areas de la biologia. La
tecnologia que comenzé a posibilitar la obtencion de imagenes que pudieran captar el total de un
preparado microscépico se desarrollo a partir de los afios 80. (Dee, 2006). Su efectividad en emular la
vision de un preparado al microscopio comenzd a perfeccionarse en los 90 con el aumento de la
velocidad de procesamiento de datos de las computadoras personales. A partir de alli, las
posibilidades de aplicar estas metodologias a la ensefianza de la histologia, citologia, y patologia
fueron cada vez mas amplias. Hoy en dia su uso como medio de consulta a través de la conocida tele
patologia en su forma dinamica o estatica (Ferres et al., 2001, Garcia Rojo 2000,2001) es una
metodologia creciente que facilita las interconsultas patoldgicas a distintos niveles.

En la actualidad existen numerosos microscopios virtuales implementados por diferentes empresas
(Fig. 1) que generalmente son las mismas que ofrecen sofisticados sistemas de microscopios
robotizados o0 escéneres especiales para crear preparados virtuales. A medida que trascurrié el
tiempo, los programas ofrecidos fueron perfeccionando sus funciones de tal manera de aumentar su
emulacién a los microscopios reales. Asi con la incorporacion del sistema de eje-Z a los
caracteristicos ejes X e Y se introdujo la capacidad de emular cada vez con mejor calidad el proceso
de enfoque.

Sistemas de Microscopia Virtual
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Fig.1: Alguno de los sistemas ofrecidos de Microscopia virtual



Otra incorporacion importante en el software utilizado fue la posibilidad de trabajar con capas. Este
avance es de gran importancia en el area de las interconsultas y la docencia ya que permite el
agregado, a las imagenes virtuales, de marcas, indicadores y notas entre otros. Haciendo uso de
estos recursos es facil pensar en el intercambio de imagenes con indicaciones sobreimpresas, entre
alumnos y docentes de cursos no presenciales para ser consultadas o corregidas durante el desarrollo
del mismo.

La incorporacién del uso de bases de datos permiti6 también sistematizar las anotaciones, toma de
medidas y conteos, entre otras actividades, sobre las imagenes digitalizadas como también el
almacenamiento, busqueda y posterior recuperacion de las mismas.

Los especialistas en la tematica de la anatomia patoldgica digital piensan que en pocos afios mas la
mayor parte de los inconvenientes técnicos actuales para el manejo de imagenes digitales seran
solucionados y la mayor parte de los caso de anatomia patoldgica podran ser completamente
digitalizados (Garcia rojo et al 2005).

La microscopia virtual es un concepto amplio que involucra al menos 4 aspectos centrales: 1-la
digitalizacién de la imagen, 2-el archivo en formato digital, 3-la visualizaciéon en la pantalla de una
computadora y 4-la trasmisién de esos preparados por internet (Ferres et al, 2001, Garcia Rojo 2000,
2001, Garcia Rojo et al, 2005). Debemos marcar la gran diferencia entre lo que llamamos la fotografia
digital microscépica, tan difundida actualmente en ambitos de la investigacion bioldgica por el
advenimiento de caAmaras digitales cada vez mas precisas, y los preparados virtuales o “virtual slides”.
Estos ultimos comprenden la digitalizacion de toda la preparacion microscépica posibilitando simular,
con el software adecuado, el uso de un microscopio real que incluira el cambio de aumentos, uso de
filtros, y mas modernamente enfoque.

A esta altura es seguramente importante remarcar que los preparados virtuales no fueron creados para
reemplazar a los preparados microscopicos reales sino contrariamente para protegerlos, ayudando,
por ejemplo, a su preservacion. Actualmente en todo el mundo son cada vez mas los museos
biol6gicos que digitalizan sus preparados de ejemplares Unicos y ofrecen su vision a través de
software especial evitando asi la manipulacién de ejemplares que son Unicos e irremplazables
(holotipos) (Ej. Morphbank Florida State University, Department of Scientific Computing, Tallahassee)

Muchos autores han escrito sobre las ventajas y desventajas o la comparacion de preparados reales y
virtuales y de la implementacion de estos sistemas (Treanor, 2009,2008 Treanor and Quierke 2007,
Garcia Rojo et al, 2005, Conde Martin 2006, ) pero en general todos coinciden en la importancia de su
uso en la educacion. Su uso permite preservar el material original y al mismo tiempo multiplicar los
elementos disponibles en el aula para la realizacion de trabajos practicos en cursos y la
implementacion de contenidos los cuales , muchas veces, seran reutilizables en futuros cursos .En
general los autores coinciden también es que es adecuado el uso de este tipo de tecnologias en la
docencia de posgrado y, por supuesto, en las consultas profesionales. En el grado si bien pueden ser
utilizadas siempre es preferible que los alumnos tengan una experiencia previa con el uso de
microscopios reales (Felten et al 1999, Helin et al 2005, Linder et al 2008).

En el presente trabajo se relatan los procedimientos utilizados para adaptar el uso de preparados
virtuales en un curso de posgrado de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo de la Universidad



Nacional de la Plata (UNLP). El objetivo de esta comunicacion es entonces relatar los motivos de la
eleccién de las herramientas utilizadas y los pasos seguidos para poder implementar los contenidos y
la realizacion de trabajos practicos en un curso no presencial que necesita de manera irremplazable la
utilizacion de material éptico de alta definicion.

Desarrollo

Dentro del marco de la plataforma de educacion a distancia de la Universidad Nacional de La
Plata (UNLP) denominada WebUNLP se viene dictando hace 3 afios un curso sobre patologia de
crustaceos de importancia comercial y ecoldgica. EI mismo abarca, dentro de sus contenidos, varias
unidades didacticas que necesitan del estudio de aspectos citoldgicos e histolégicos en condiciones
normales y patologicas. La posibilidad de impartir este tipo de conocimientos tiene una correlacion
directa con la visualizacién de casos especificos bajo microscopios de alta definicion que permitan
distinguir estructuras celulares caracteristicas. Esto es imprescindible para poder impartir los
contenidos esenciales y elaborar las tareas practicas relacionadas, tendientes a lograr un aprendizaje
efectivo en los cursantes.

Para afrontar este desafio utilizamos en el proceso de migracion de la modalidad presencial a la no
presencial del curso, un software de microscopia virtual de libre distribucion proporcionado por una de
las empresas que se dedican a la digitalizacion de preparados microscopicos, Aperio Inc. El programa
utilizado es el ImageScope que es freeware y puede ser descargado de la pagina web de la empresa
via internet. (Figs.2-5)
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Fig. 2: Vista del software ImageScope con un preparado virtual cargado



El programa ImageScope es de facil instalacion y cuenta con todas las caracteristicas de los
modernos microscopios virtuales. Entre sus caracteristicas encontramos aumento, zoom, lupa, imagen
en miniatura para facil localizacion del lugar de navegacion por el preparado, trabajo en capas para
incluir anotaciones, posibilidad de calibracién y realizacién de mediciones en pantalla, y extraccién de
imagenes instantaneas de la pantalla entre otras (Figs. 3-5).
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Fig.3: Vista del detalle logrado y el poder de magnificacion de los preparados virtuales: Corte transversal de Nematode parasito
(imagen descargada del sitio de Aperio Inc).
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Fig. 4: Trabajando con capas en el ImageScope. La posibilidad de incluir anotaciones en las imagenes posibilito durante el desarrollo
del curso virtual implementar trabajos practicos que eran enviados a los tutores para su correccion.
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Fig. 5: Archivando una instantanea del la pantalla en el ImageScope con la herramienta Snapshot.



Los trabajos préacticos se realizaron utilizando algunos preparados digitalizados por el servicio
especial de la empresa antes mencionada. Este es un servicio pago que realiza en un corto plazo la
digitalizacion de preparados microscopicos completos. Los preparados deben ser enviados a Aperio y
a vuelta de correo se reciben las digitalizaciones en DVD y un nombre de usuario y clave para el
acceso a una base de datos de un servidor dedicado de la empresa donde los preparados virtuales
son almacenados por un tiempo. Pasado este se debe pagar un cargo especial por “hosting” en el
caso de querer seguir manteniendo los preparados virtuales en dicho servidor. Estos preparados
pueden ser accedidos por los alumnos utilizando el programa instalado en cada una de sus
computadoras (ImageScope). Existe también la posibilidad de Acceso directo via web abriendo las
imagenes dentro mismo del servidor remoto (WebScope).

El costo de los servicios de digitalizacion es todavia demasiado elevado y ese fue el motivo
gue nos llevo, durante la planificacion del curso, a realizar preparados virtuales confeccionados en
forma manual. Para este procedimiento se utilizé un microscopio Olympus BX51 con una camara
digital Olympus DP71 de 12.5 mega pixel (fig.6). Con este material éptico se procedio a digitalizar el
preparado microscopico fotografiando secuencialmente de acuerdo al eje XY. El campo visual
depende del objetivo del microscopio, su apertura numérica y el tipo de procesador fotogréafico que
posea la camara digital utilizada. De esta manera se calculo la cantidad de fotografias necesarias para
cubrir todo el preparado o la parte que desedbamos mostrar. A manera de ejemplo en la Fig 6 se
muestra ademas del sistema Optico utilizado un diagrama del recorrido que se fue realizando sobre
cada preparado para tomar las fotografias.

Armado Manual

Microscopio Bioldgico Olympus Bx51
y camara Digital Refrigerada de 12.5
Mpixels (DP71) . (camara de 12-bit
que produce imagenes de 36-bit RGB

Objetivo de 10X con AN 0,25 1 Fotograma=1,8 mm X 1,3 mm
Para cubrir un campo de 24 X 24 mm = 13 X 19 fotogramas = 256 fotos
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Fig. 6: sistema optico utilizado para el armado de los preparados virtuales



A modo de ejemplo, para el objetivo Nikon 10X con AN 0,25 cada fotograma ocup6 un rectangulo de
1,8 mm X 1,3 mm. De esta manera se calcul6 que para cubrir la superficie de cubreobjetos de 24 X 24
mm se deberian realizar, teniendo en cuenta una pequefia zona de superposicion, un total de 13
exposiciones horizontales y 19 verticales lo que da un total de 256 fotos (Fig. 6). De la misma manera
para el objetivo de 20X con una AN de 0,5 cada fotograma ocup6 un espacio de 877um X 660 um en
este caso para el mismo cubreobjetos (24 X 24 mm) se deberian realizar 36 exposiciones verticales y
27 horizontales lo que da un total de 993 fotos.

Las imagenes obtenidas fueron ensambladas mediante la utilizacion del software Autostitch ™
(Automatic Panorama Stitching Software). Este programa es un ensamblador automético 2D
desarrollado por investigadores de la University of British Columbia. Permite “pegar” imagenes sin
ninguna intervencion del usuario. El software utiliza distintos algoritmos que permiten reconocer las
zonas de coincidencia aun en imagenes invertidas o de distinto tamafio. (Fig.7)
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Fig.7 Ensamblado de las fotos secuenciales mediante la utilizacién del software Autostitch ™

Uno de los factores a tener en cuenta en el trabajo con imagenes en la microscopia virtual para su uso
en docencia es el tamafio de las mismas que a veces hace imposible su subida a las plataformas de e-
learning o su envié. A modo de ejemplo se reproduce en la Fig.8 una tabla general del espacio
ocupado por las imagenes en relacion al tipo de objetivo microscopico utilizado.
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Preparado Virtual

Espacio que ocupan los preparados virtuales sin comprimir

Aumento Apertura | Resolucion Minimo espacio necesario
del objetivo | numérica | optica (micras) | para almacenar todos esos
puntos (24-bits color)

4x 0.2 17 2,08 GB
10x 0,45 0,75 1GB
20x 0,5 0,67 13 GB
40x 0,75 0,45 30 GB
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Fig.8 Espacio ocupado por las imagenes en relacion al tipo de objetivo microscépico utilizado. (Tomado de Garcia Rojo 2000).

Las imagenes con las que se trabajé presentaban dos formatos originales, las escaneadas por
Aperio Inc fueron recibidas en SVS y comprimidas con JPEG2000. Las tomadas con el microscopio
Olympus BX 51 fueron archivadas en formato TIFF. Para poder manejar los dos tipos de formatos
ambos fueron trasformados utilizando una herramienta incluida en el programa ImagScope al formato
CWS (Composite WebSlide). En este formato el archivo de salida es un directorio que contiene un
conjunto de archivos de imagenes mas pequefias en mosaico, que juntas forman la imagen completa,
y un archivo con coordenadas que permite su ubicacion. Las imagenes en formato CWS fueron
almacenadas en un repositorio especial montado en un servidor dedicado desde donde podian ser
descargadas con mas rapidez, por los respectivos programas (ScanScope) de cada uno de los
cursantes . Cada alumno recibi6 a través de la plataforma WebUNLP una serie de pequefios

programas en HTML que hacian referencia a las fotos que se cargarian en sus respectivos
microscopios virtuales (Fig. 9)
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Repositorio de Imagenes
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Fig. 9: Pantalla Inicial del repositorio de imagenes utilizado (www.oceansprings.com.ar)

Conclusiones

El uso del software de microscopia virtual posibilitd que los alumnos accedan a preparados
microscopicos originales de distintos patégenos de crustaceos.

El armado manual de preparados virtuales permiti6 bajar notablemente los costos de
digitalizacién y aumentar de manera sustancial la coleccion de preparaciones para el dictado del curso.

Las herramientas incluidas en el programa ImageScope favorecieron la implementacion de
trabajos précticos, las correcciones de los mismos y la realizacion de devoluciones con indicaciones
graficas sobre las imagenes de los preparados virtuales enviadas.

El uso de archivos CWS (WebSlide) montados en un servidor dedicado facilito y agilizé el
tiempo de acceso a los preparados virtuales por parte de los alumnos y posibilito ademas no
sobrecargar la plataforma WebUNLP.
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