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Sistema automatizado y procedimiento para la obtencion
de imagenes totalmente focalizadas con microscopios de
elevada magnificacion.

La presente invencion comprende tanto el procedimien-
to como la instrumentacién para la obtencién de image-
nes con microscopios de elevada magnificacion, enfoca-
das en todo el rango focal que nos interese, independien-
temente del objetivo utilizado y manteniendo totalmente
estable la cromaticidad del objeto observado.

Para ello se utiliza una metodologia que permite obtener
imagenes parcialmente focalizadas a diferentes distan-
cias objetivo-objeto para luego extraer la parte focaliza-
da de cada imagen y generar por acumulacién, la imagen
global del objeto.

Su ventaja consiste en que permite automatizar los mi-
croscopios épticos monoculares, binoculares o trioculares
para obtener imagenes épticas perfectamente focalizadas
y con todo el rango cromatico.
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DESCRIPCION

Sistema automatizado y procedimiento para la obtencién de imédgenes totalmente focalizadas con microscopios de
elevada magnificacion.

Sectores de la técnica
G02B21/00M4A7F, G02B21/00M4A7.
Generalidades

La utilizacién de un microscopio éptico de elevada magnificacién para la realizacién de micrografias de objetos
tridimensionales presenta enormes problemas generados por la escasa profundidad de foco que es posible obtener en
el rango de la radiacién visible, es decir en el rango de la radiacién electromagnética que va de los 370 nanémetros a
los 770 nanémetros. En concreto y a modo de ejemplo, mediante un objetivo de 10X (10 aumentos), la profundidad
de foco (también llamada DOF del inglés Depth Of Field) tiene un valor aproximado de 6 micrémetros. Esto implica
que no serd factible la observacion focalizada de una muestra que presente rugosidades superficiales con desniveles
a lo largo del eje 6ptico y dentro del campo de observacién superiores a 6 micrémetros. Este valor del DOF varia
con el cuadrado de la distancia focal por lo que la utilizacién de objetivos de mayores magnificaciones (menores
distancias focales), conlleva una drastica disminucién de la profundidad de foco o DOF, de forma que cuanto mayor
sea la magnificacién tanto mayores serdn los requerimientos de planitud en las muestras para su correcta observacion
focalizada.

La metodologia y la instrumentacién que aqui se propone consigue salvar esta barrera ya que permite la obtencién
de imdgenes enfocadas en todo el rango focal que nos interese, independientemente del objetivo utilizado y mante-
niendo totalmente estable la cromaticidad del objeto observado.

Estado de la técnica

Existen algunos sistemas y disefios experimentales que abordan de forma parcial esta problemadtica tanto en el
campo de la microfotografia (imagenes obtenidas a través de un microscopio), como en el de la macrofotografia
(fotografia cldsica pero utilizando lentes especiales para la fotografia de pequefios objetos).

Algunos de estos sistemas son Unicamente aplicables a la obtencién de imdgenes convencionales, no digitalizadas,
que permiten la obtencién de imdgenes crométicas de objetos con dimensiones centimétricas. En este caso se encuentra
el sistema que utiliza como sistema de iluminacién un proyector de luz especialmente adaptado para emitir un plano
de luz perpendicular al eje 6ptico formado por el sistema de observacion y el objeto a observar y situado justo a la
distancia de focalizacidn del objetivo de forma que sélo estdn iluminadas las partes del objeto que se encuentran a
la distancia de focalizacién. Para conseguir obtener una imagen focalizada del objeto es preciso efectuar mdltiples
exposiciones sobre el mismo fotograma sincronizadas con el desplazamiento del objeto a fotografiar a lo largo del
eje optico definido por la cdmara. Este sistema presenta severas complicaciones de uso por la necesidad de eliminar
vibraciones o movimientos indeseados tanto de la cdmara como del objeto asi como de la iluminacién secundaria de
las partes del objeto fuera del plano de iluminacién debidas a las reflexiones generadas por las zonas iluminadas y por
la difraccién de la luz generadas en los elementos limitantes del proyector usados para definir el plano de iluminacién.
Un ejemplo de este tipo de sistemas es posible encontrar en la patente “Method of and apparatus for the expansién of
the range of the depth of focus beyond the limit given by conventional images” (patente n° US4,141,032, 20-02-1979),
en el que las imdgenes obtenidas de forma convencional son mostradas en un monitor una vez que se le han aplicado
filtros para eliminar las zonas no focalizadas de las imdgenes obtenidas en cada exposicion al sistema de captura de
iméagenes.

En el caso de la fotografia digital y aplicado a la microfotografia uno de los sistemas mds exitosos es el de los
microscopios confocales. El microscopio confocal, es un microscopio éptico que utiliza como fuente de iluminacién
un laser altamente focalizado e incorpora dos diafragmas: (a) un diafragma o pinhole (en terminologia inglesa) de
iluminacioén que se encuentra localizado tras la fuente luminosa, cuya utilidad es delimitar la iluminacién del objeto
a un tnico punto justo en el punto de focalizacién y (b) un diafragma o pinhole de deteccion situando delante del
fotodetector cuya utilidad es restringir la captacién de luz inicamente a aquella proveniente del punto del objeto si-
tuado justo en el punto de iluminacién correspondiente al punto focal delimitado por el diafragma de iluminacién.
Dado que tanto la iluminacién como la observacién estdn restringidas a un tinico punto, la generacién de una imagen
del objeto a fotografiar implica recorrer toda la superficie del mismo en las tres direcciones del espacio mediante un
desplazamiento micrométrico del objeto a fotografiar seglin una secuencia de planos a diferentes distancias del obje-
tivo, detectando en cada plano unicamente los puntos situados en el punto focal. Las imdgenes asi obtenidas son muy
nitidas pero monocromadticas ya que el sistema utiliza como fuente de iluminacién un laser altamente monocromatico.
Este es un problema de gran importancia de la microscopia confocal y de hecho se han estudiado diversas técnicas para
obtener una solucién que mejore la calidad de las imagenes obtenidas. Una de las opciones mas utilizadas es el uso
de reactivos fluorescentes (fluorocromos) para resaltar zonas de interés de la imagen. Los fluorocromos son sustancias
que tienen la propiedad de emitir luz de una longitud de onda determinada cuando son iluminados con una radiacién
de una longitud de onda caracteristica. Aun asf, el uso de fluorocromos en microscopia presenta diversos problemas,
como son (bl) la pérdida de fluorescencia debido a las grandes intensidades de luz empleadas, por lo que las mues-
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tras estudiadas con esta técnica no puede observadas durante largos periodo de tiempo debido a la desaparicién de la
fluorescencia, proceso denominado “fluorescence fading” y (b2) la imagen obtenida no representa a la cromaticidad
real del objeto sino a la cromaticidad del fluorocromo superpuesta a la correspondiente a la de la radiacién laser. Por
tanto, el problema de obtener imdgenes policromdticas utilizando esta técnica no queda resuelto, lo que limita su uso.
A pesar de ello, no es raro encontrar articulos cientificos en diversos campos de la ciencia, sobre todo en los campos
de la biologia, la geologia y la ciencia de los materiales, en los que el empleo de la microscopia confocal estd muy
extendido. Como ejemplo, podemos citar las siguientes referencias bibliograficas:

1. “Viscoelastic properties of high pressure and heat induced tofu gels”, Saowapark, S. et al, Food Chemistry,
Vol. 107 (2008).

2. “Laser scanning confocal arthroscopy of a fresh cadaveric knee joint”, Jones, C.W. Et al, Osteorarthritis
and Cartilage, Vol. 15 (2007).

3. “Betanin a betacyanin pigment purified from fruits of Opuntia ficus-indica induces apoptosis in human
chronic myeloid leukemia Cell line-K562”, Sreekanth, D. er al, Phytomedicine, Vol. 14 (2007).

4. “A triphasic ceramic-coated porous hydroxyapatite for tissue engineering application”, Acta Biomaterialia,
Vol. 4 (2008).

Podemos observar en estas referencias el uso de microscopia confocal para la obtencion de imdgenes focalizadas.
La actualidad de los trabajos citados indica la necesidad de contar con un sistema que proporcione imagenes focaliza-
das mas alld del limite impuesto por la focalizacién con lentes convexas y, por tanto, el sistema que aqui presentamos
y que es objeto de la patente de invencidn serd de gran utilidad en muchos campos cientificos.

Ademds, de estas referencias que nos muestra que el problema que conseguimos resolver con el sistema y procedi-
miento que presentamos en esta patente es de gran importancia en la investigacion actual, también podemos observar
en la bibliografia de patentes de las dltimas décadas la presencia de varios sistemas que intentan resolver este mismo
problema, con lo que se redunda en la idea de que el sistema que en este documento presentamos puede ser un avance
de gran interés. Todos estos sistemas aportan unas mejoras con respecto a la microscopia éptica cldsica, pero no re-
suelven en toda su extension el problema, y presentan ciertas deficiencias que nuestro sistema supera. A continuacion,
se exponen algunos sistemas que podemos encontrar en la bibliografia, y se comparan con el que aqui se presenta:

1. Patente n° GB 2 385 481 A: “Automated microscopy at a plurality of depth of focus through the thickness
of a sample”. (Fecha: 20-08-2003).

Este sistema permite obtener multiples imdgenes de un objeto en funcién del grosor de la misma y de la lente
objetivo utilizada para obtener imadgenes de todas las partes del objeto focalizadas, pero para documentar
el objeto es necesario un conjunto de imiagenes muy amplio, y en muchas de ellas la zona de interés o
zona focalizada puede ser muy pequefia y aportar poca informacién. Este sistema no permite obtener de
forma completamente automatizada una imagen del objeto focalizada en toda su extension, pues no se
aplica ningin algoritmo que sea capaz de discernir cual es la zona focalizada de cada imagen obtenida y
con posterioridad unir todas estas zonas para obtener una tnica imagen del objeto que nos lo definird en
toda su extension. Nuestro sistema incorpora un algoritmo que si es capaz de lograr este objetivo.

2. Patente n® WO 98/57211: “Optical system having an unlimited depth of focus”. (Fecha: 17-12-1998).

En esta patente se describe un sistema compuesto por un sistema de lentes que genera una profundidad de
campo mayor que las lentes convencionales, y que gracias a dicho conjunto de lentes y a un movimiento
controlado y muy veloz de las mismas genera en el observador una sensacion de imagen focalizada en una
profundidad de campo mayor que las lentes convencionales. Obviamente, la restriccién de este sistema es
que la imagen que ve el observador es una sensacion y no es capturada por ningtin sistema, por lo que este
sistema no es comparable al que en este documento se presenta.

3. Patente n° US4661986: “Depth-of-focus imaging process method”. (Fecha: 28-04-1987).

En esta patente se presenta un sistema que permite obtener imdgenes a diferentes distancias objeto-lente
objetivo y que posteriormente trata estas imagenes para obtener una imagen lo mas focalizada del objeto.
El tratamiento de estas imdgenes se desarrolla por medio de un método denominado Pirdmide de Burt,
que es un método basado en la correlacién de regiones, a las que se les aplica un operador tipo laplacia-
no. La limitacién de este tipo de métodos es que se desarrolla el andlisis sobre regiones de las muestras,
pues su principal utilidad reside en el campo de estudios de movimientos, por lo que no llegan al nivel de
resolucién que el sistema que presentamos en esta patente. El sistema que exponemos en este documento
permite obtener imdgenes desplazadas una de la siguiente una distancia menor que la profundidad de foco
de la lente objetivo utilizada y después realiza un andlisis de todas las imdgenes capturadas pixel a pixel,
lo que permite obtener una imagen final en donde es posible visualizar el objeto focalizado en toda su
extension.
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Salvo los sistemas descritos anteriormente, no comparables al que aqui se presenta, no conocemos ningin otro
sistema que permita la obtencién de microfotografias bien focalizadas de objetos que presenten en su superficie una
variacién de niveles mayor que la correspondiente a la profundidad de foco del objetivo utilizado, manteniendo ademas
totalmente estable la cromaticidad del objeto observado, condicién ésta que, tal y como hemos explicado, no es facil
de obtener utilizando las técnicas descritas anteriormente, y que aporta un valor afiadido al sistema que en esta patente
se presenta.

Descripcion de la invencion
Introduccion

La profundidad de foco con que es posible observar un objeto tridimensional mediante un microscopio compuesto
es una propiedad que depende de la magnificacion de la lente usada como objetivo, siendo practicamente independiente
de las caracteristicas del ocular para el caso de una observacién directa o de las lentes de conversién en el caso
de una observacién mediante un dispositivo de registro de imdgenes, bien sea digital o analégico. Ademads, aunque
existen en el mercado diversos tipos y calidades de objetivos de microscopio, practicamente todos ellos presentan
unas caracteristicas Opticas fijas de forma que existe una correlacion entre el valor de la magnificacién del objetivo
y la magnitud denominada Nimero de Apertura (NA), ésta tltima relacionada con el valor del dngulo del cono de
focalizacidon del objetivo (figura 1) y calculable a través de la expresion

NA=nx*sen(u)

donde n es el indice de refraccién del medio en el que se efectia la observacién y u es el valor del semidngulo
plano del cono focal de la lente. Los valores que toma el Nimero de Apertura para las magnificaciones mds habituales
de los objetivos de microscopio son:

NA = 0.1 para un objetivo de 4X
NA = 0.25 para un objetivo de 10X
NA = 0.40 para un objetivo de 20X
NA = 0.65 para un objetivo de 40X

NA = 0.85 para un objetivo de 60X,
NA = 1.05 para un objetivo de 80X
NA = 1.25 para un objetivo de 100X

A partir del valor del Niimero de Apertura se pueden conocer las caracteristicas de focalizacién de la lente objetivo
tanto en lo que se refiere al tamafio minimo de particula que se puede observar, denominado habitualmente como
resolucién espacial, como en lo que se refiere al valor del DOF. Asi, la resolucion se define como

A 2
D =—x%xpnx—|,
T VU NA

donde D, es el didmetro minimo de luz en el foco o resolucién, 7 es el nimero pi, n es el indice de refraccién
del medio de observacién y y es la longitud de onda de la radiacién utilizada como referencia, cuyo valor es de 550
nanémetros, ya que es aquella a la que el ojo humano presenta la mdxima sensibilidad y también es la de mayor
intensidad en el espectro de irradiacién solar. Este valor de D, se utiliza también para la definicién del DOF, siendo
ésta la distancia hacia adelante y hacia atrds desde el punto focal de la lente objetivo y a lo largo del eje 6ptico de
focalizacidn, entre la cual el valor del drea del punto focal no es mayor que dos veces el drea en el foco (figura 1). Esta
distancia DOF se puede calcular a través de la expresién matemdtica

2%A 2 1
xp %

s NA*’

DOF =
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donde todos los términos han sido previamente definidos. Utilizando esta expresion se pueden calcular los valores
de profundidad de foco que presentan los objetivos mds usuales:

Objetivo de 4X = DOF de 35 micrémetros.
Objetivo de 10X = DOF de 5.6 micrémetros.
Objetivo de 20X = DOF de 2.19 micrémetros.
Objetivo de 40X = DOF de 0.83 micrémetros.
Objetivo de 60X = DOF de 0.48 micrémetros.
Objetivo de 80X = DOF de 0.32 micrémetros.
Objetivo de 100X = DOF de 0.22 micrémetros.

En definitiva, esto significa que, por ejemplo, si se observa con un objetivo de 40X, que presenta una profundidad de
foco, DOF, de 0.83 micrémetros, un objeto tridimensional que tenga irregularidades superficiales mayores en tamafio
que el valor indicado para la profundidad de foco, s6lo podra ser visible de forma bien focalizada una franja del objeto
de espesor equivalente al valor del DOF, situada a cualquier altura del objeto, pero s6lo de dicho espesor.

Por otra parte, si se representan los datos de DOF frente a la magnificacion es posible encontrar una relacion entre
ambas magnitudes, que nos permite definir una funcién genérica para cualquier lente objetivo, lo que nos posibilita
poder obtener la distancia maxima de separacion entre dos imdgenes a capturar por el sistema. Hemos ajustado los
datos tedricos a diversas funciones matemadticas encontrando que la que ofrece un mejor ajuste para dichos datos es
una funcién exponencial decreciente de segundo orden, tal y como es posible observar en la figura 2. La funcién
exponencial de segundo orden es

y=yo+ Al M+ 427

donde las variables x e y son la magnificaciéon y DOF, respectivamente y las constantes toman los valores:

yo=0; Al =166,433; t1 =2,385;, A2=4,530; t2=26,070 y R*=0,99995

que nos da una idea del buen ajuste entre los datos tedricos y la funcién definida.

En nuestro sistema las imdgenes se espaciaran el valor de DOF que se obtiene multiplicando éste por un factor
que oscila entre 0.7 y 0.9 para que exista un solapamiento entre una imagen y la siguiente. Asi pues, hemos disefiado
el sistema con la caracteristica de que sea capaz de obtener imdgenes espaciadas entre ellas, segtin el eje Optico de
observacidn, una distancia menor que el valor de DOF de la lente objetivo utilizada.

En la figura 3 se muestran dos conjuntos de imagenes, en uno de ellos (figuras 3a) se observa un ejemplo de doce
imdgenes en las que, desplazando el objeto a lo largo del eje 6ptico del objetivo, es posible obtener imdgenes en los
que la franja de focalizacidn se vaya desplazando a lo largo del objeto por lo que, una extraccién de la parte focalizada
de cada una de ellas y sumando estas franjas entre si, conducird a una imagen plenamente focalizada a pesar de que
el objeto muestra desniveles superficiales mayores que la profundidad de foco del objetivo utilizado. Las imédgenes de
la figura 3b serfan las imdgenes de las franjas que estdn focalizadas en cada una de las doce imdgenes originales. En
la figura 4, se observa la imagen que se obtiene como suma de las doce imagenes de la figura 3b, es decir la imagen
completamente focalizada obtenida a partir de las doce imédgenes de la figura 3a.

Descripcion del procedimiento

El objetivo de la presente invencién es la obtencién de imdgenes focalizadas en un rango superior al meramente
definido por la profundidad de campo mediante: (a) adquisicién de un conjunto de imagenes focalizadas, a diferentes
distancias lente objetivo/objeto, con una variacién de dicha distancia objetivo/objeto no superior a la definida por el
valor del DOF del objetivo utilizado, (b) extraccién, para cada imagen, de la parte focalizada mediante un adecuado
tratamiento informético de los datos que componen la imagen y la aplicacién de un algoritmo matemético basado en la
maximizacion de la varianza de cada punto respecto a los de su entorno mds préximo y (c) composicion de una nueva
imagen completa del objeto como suma de las partes focalizadas extraidas de cada imagen.
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Para alcanzar esta meta, el dispositivo utilizado consta de diversos componentes que se describen a continuacién
(figura 5):

(1) Subsistema de captura de imdgenes
Se compone de:
(la) Microscopio dptico

El microscopio debe poseer la capacidad de enviar la imagen observada por el objetivo (1al) a un dispositivo de
captura de imédgenes (1b). Dado que el objeto a observar es tridimensional y se supone opaco, el microscopio a usar
debe poseer algun tipo de sistema de iluminacién azimutal, bien sea de tipo infraocular (1a2) o bien extraocular (1a3),
pudiendo ser en este dltimo caso con o sin simetria axial.

(1b) Elemento para la captura de imdgenes

El procedimiento que se describird mds adelante para la generacion de micrografias de amplia focalizacién trabaja
con imdgenes digitalizadas, por lo que el elemento para su captura puede ser un sistema digital de adquisicién de
imagenes acoplado al microscopio (la) o un sistema de adquisicién de imdgenes no digital (pelicula, placa, etc),
debiéndose en este caso, efectuar una posterior digitalizacién de las imagenes obtenidas.

(2) Subsistema de modificacion de la distancia objeto/lente objetivo

Se dispone de un sistema de traslacién a lo largo del eje Optico del microscopio que permita posicionar el objeto
a diferentes distancias de la lente objetivo. Esta capacidad de desplazamiento tiene que ser compatible con las resolu-
ciones derivadas de los valores indicados de profundidad de campo, es decir que para trabajar con lentes de 100X el
sistema debe ser capaz de avanzar en pasos no mayores de 0.22 micrémetros. Este sistema se compone de: (2a) ele-
mento de movimiento de alta precision capaz de cumplir con el condicionante anteriormente expuesto, (2b) soportes
necesarios para el elemento de movimiento de alta precisién, (2c) conexionado eléctrico necesario con el subsistema
informatizado de control (3) y (2d) acoplamientos necesarios para que la aplicacién del movimiento desde el elemento
de movimiento de alta precision (2a) hasta el objeto sea éptimo.

(3) Subsistema informatizado de control y tratamiento de imdgenes

El subsistema informdtizado de control y tratamiento de imédgenes (3) consiste en un ordenador (3a) capaz de
procesar la informacion contenida en las imagenes adquiridas, y un elemento compuesto por sentencias organizadas
seglin un criterio l6gico de operacién (3b) que permite el tratamiento de las imdgenes adquiridas para la obtencion de
micrograffas de amplia focalizacién. El equipamiento utiliza para obtener el resultado buscado de una imagen bien
focalizada en un amplio rango de profundidades, un conjunto de imdgenes que hayan sido obtenidas a diferentes
distancias objeto/lente objetivo.

El subsistema informatizado de control y tratamiento de imdgenes (3) se basa principalmente en un algoritmo
matemdatico que permite obtener de cada imagen capturada la zona de la misma que estd focalizada. El algoritmo esta
basado en la determinacién de la varianza de un conjunto perimetral de puntos respecto al punto analizado, pudiendo
ser definido por el usuario el espesor de dicho perimetro. Este algoritmo se completa con las rutinas l6gicas necesarias
para que a partir de las zonas focalizadas de cada imagen capturada sea posible obtener una nueva imagen del objeto
en toda la extension de estudio y completamente focalizada.

De esta forma, es el elemento de tratamiento de imagenes el componente principal del sistema que aqui se presenta
y que permite obtener imagenes focalizadas en un amplio rango de profundidades con las caracteristicas descritas en
este documento y que mejoran en gran medida a los sistemas que existen actualmente.

Modo de trabajo de la invencion
El modo de trabajo del sistema que aqui se presenta se puede resumir en los pasos que a continuacion se detallan.

En primer lugar, una vez colocado el objeto a estudiar en el portamuestras del microscopio (1a), se elige el objetivo
a utilizar en funcién del estudio que se desea desarrollar, que poseerd una determinada profundidad de campo en
funcién de su magnificacidn, tal y como se ha expuesto anteriormente. El valor de la profundidad de campo establecera
los valores del desplazamiento que sufrird el objeto entre cada una de las imdgenes que se adquirirdn, y por tanto los
valores en que variard la distancia objeto/lente objetivo entre cada imagen capturada, que deberd ser igual o menor
que la profundidad de campo. Tomédndose un origen de coordenadas para la adquisicién de imédgenes en el objeto y en
funcién de su morfologia en la superficie de estudio (es decir, de la profundidad del objeto que es necesario observar),
y del valor de profundidad de campo, el subsistema informatizado de control y tratamiento de imagenes (3) establecera
el nimero de desplazamientos del objeto y por tanto el niimero 6ptimo de imdgenes que se deben capturar, utilizando
la expresion obtenida anteriormente que relaciona la DOF con la magnificacién y aplicando un factor, tal y como se
expuso con anterioridad, para que se produzca un cierto solapamiento entre una imagen y la siguiente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 197 Al

En segundo lugar, una vez determinados estos pardmetros, el subsistema informatizado de control y tratamiento de
imigenes (3) comenzard el proceso de toma de imégenes, controlando que el sistema de modificacién de la distancia
objeto/lente objetivo (2) produzca el desplazamiento del objeto hasta situarlo en una posicién adecuada para la toma de
imagenes. En esta situacion, el elemento para la captura de imdgenes (1b), adquirird una imagen que tendré focalizada
una parte del objeto. Esta adquisicién puede desarrollarse de forma automatica a través del subsistema informatizado
de control y tratamiento de imdgenes (3) y utilizando un elemento de captura de imdgenes automatizado, o bien de
forma manual si se utiliza un dispositivo que desarrolle su funcidn de esta forma. En este caso, las imdgenes deberan
ser transferidas al sistema informatizado y digitalizadas en caso de ser necesario.

El proceso de posicionamiento del objeto en la posicion de captura de imagenes y la adquisicién de una imagen se
repite tantas veces como sea necesario para poder abarcar toda la profundidad del objeto. El desplazamiento que sufrird
éste en cada paso serd menor que la profundidad de campo que presente la lente objetivo utilizada, asegurandose de
esta forma que el elemento para la captura de imdgenes (1b) adquiera tantas como sean necesarias para abarcar todo
el objeto.

Por ultimo, una vez adquiridas todas las imdgenes necesarias, y transferidas, bien de forma automatica o manual,
al subsistema informatizado de control y tratamiento de imagenes (3), éste aplicard un procedimiento para obtener una
sola imagen en la que todas las partes del objeto estén focalizadas. Este procedimiento es capaz de discernir las zonas
focalizadas de las que no lo estdn dentro de una imagen cualquiera, es decir, se determinard en primer lugar cuales son
las zonas del objeto focalizadas en cada una de las imagenes capturadas, y posteriormente se compondrd una imagen
global del objeto formada por la superposicion de las zonas focalizadas anteriormente determinadas.

De esta forma podemos resumir el procedimiento que desarrolla el elemento de tratamiento de las imagenes (3b)
para la generacidn de imdgenes focalizadas a partir del conjunto de imagenes capturadas en los siguientes pasos:

1. Se parte de un conjunto de N capas, que denominamos “imacapas”, de i*j elementos de sefial RGB-HSL,
que en conjunto forman una matriz tridimensional de datos. Cada “imacapa” se corresponde con los datos
nimericos de sefial RGB-HSL de la imagen proporcionada por el dispositivo de observacion (microscopio)
y que ha sido capturada mediante el elemento de captura de imagenes (1b), de forma que entre cada imagen
existe un desplazamiento k entre el objeto y la lente objetivo. Este desplazamiento deberd ser menor que la
profundidad de foco del objetivo utilizado para la observacién y obtenido al multiplicar el valor de DOF
por un coeficiente en el rango 0.7<Coef<0.9.

2. A continuacién, cada una de las “n” “imacapas” se descompone en sus componentes primarios R, G, B, H,
S y L, generando las subcapas de datos nR, nG, nB, nH, nS'y nL. A partir de estas subcapas se compone una
nueva capa de datos obtenidos mediante la suma:

uR*nR +uG*nG+uB*nB+uH xnH +uS*nS+ulL*xnL,

donde los elementos uR...uL son unos coeficientes que toman el valor 0 o 1 en funcién de cuales son las
subcapas con las que se va a efectuar el andlisis posterior. Cada una de las nuevas capas de datos formada
se denomina “anacapa’.

3. Para cada una de las “n” “anacapas” se efectiia un proceso de cdlculo que consiste en la extraccién conse-
cutiva y organizada por filas y columnas de submatrices de datos de dimensiones (v,v), siendo v un nimero
impar comprendido entre 3 y 9, el cual serd fijado con anterioridad, y serd ademds constante durante todo el
proceso. Para el conjunto de datos existente en cada una de las submatrices indicadas se calcula la varianza,
definida como

n

0_2=Z (xi_”)z ’

i=1 w

n
siendo x; cada uno de los datos de la submatriz, = Z X y w=(n—1).

i=]

El conjunto de los valores de la varianza generados para cada una de las “anacapas” y organizado por filas
y columnas conforma una nueva matriz de datos que se denomina “varcapa”, obteniéndose un total de “n”
“varcapas”. Cada una de las “varcapas” tendrd como dimensiones ({i-v},{j-v}) y serd una representacién
de la evolucién de la similitud de los datos que definen una imagen a lo largo y ancho de capa “imacapa”.
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4. Del conjunto total de “varcapas” se extrae el vector formado por los elementos (0,0) de cada “varcapa”,
siendo por lo tanto un vector de “n” datos, tantos como capas existan. Como cada uno de los datos del
vector aqui considerado se corresponde con la varianza de una matriz de (v,v) elementos, se considera que
el dato de la “imacapa” k que presenta el maximo valor de varianza se corresponde con el de la imagen
focalizada. Este proceso se repite de forma consecutiva y organizada a todos los ({i-v},{j-v}) datos que
conforman las diferentes “varcapas”.

5. En el caso de que todos los valores del vector (i,j) de “varcapas” sean iguales o su variabilidad sea inferior a
un determinado limite, entonces no es posible determinar con precision cual es la capa de mejor focalizacién
para dicha posicion (i,j). En dicho caso, se escoge el dato de la “imacapa” que presente la mejor focalizacién
global, determinada ésta por la “anacapa” que presente la maxima varianza global.

6. Una vez determinada cual es la capa de mayor focalizacién para cada posicion, se conforma la imagen en-
focada en toda la extensién del objeto con los valores originales RGB-HSL en la capa de mejor focalizacién
para cada posicion.

Por otra parte, otro aspecto de vital importancia del sistema y procedimiento que aqui se exponen es que no
modifica la cromaticidad del objeto a estudiar debido a que trata con datos numéricos de los colores que componen
la imagen sin interaccionar con el sistema de iluminacién o de deteccién en ninglin momento. De esta forma, este
sistema actiia como un microscopio que fuese capaz de observar en una profundidad de campo elegible por el usuario
del mismo, constituyendo asi un gran avance en el campo de la microscopia 6ptica en particular, y de la microscopia
en general.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Esquema en el que se definen el niimero de apertura y la profundidad de campo desde un punto de vista
geométrico.

Figura 2. Representacion de los valores tedricos de DOF frente a la magnificacién y del ajuste de esos datos a una
funcién exponencial decreciente de 2° orden.

Figura 3a. Ejemplo de doce imdgenes de un mismo objeto en el que se ha variado la distancia lente objetivo/objeto
a través del eje Optico en las que se observa diferentes zonas focalizadas dentro del objeto en cada una de ellas.

Figura 3b. En estas imédgenes se observa la zona focalizada de cada una de las doce imdgenes mostradas en la figura
3a.

Figura 4. Imagen obtenida como suma de las doce imdgenes mostradas en la figura 3b.

Figura 5. Esquema general del sistema automatizado para la obtencion de imagenes totalmente focalizadas con
microscopios de elevada magnificacion, en donde se observan los siguientes componentes del mismo:

(1)  Subsistema de captura de imagenes,
(la) Microscopio dptico.
(lal) Lentes objetivo.
(1a2) Sistema de iluminacion.
(1b)  Elemento para la captura de imédgenes.
(2)  Subsistema de modificacién de la distancia objeto/lente objetivo.
(2a)  Sistema de movimiento de alta precision.
(2b)  Soportes del sistema de movimiento.
(2¢) Conexionado del sistema de movimiento.
(2d)  Acoplamientos.
(3)  Subsistema informatizado de control y tratamiento de imégenes.
(3a) Ordenador.

(3b)  Software de control y tratamiento de imégenes.
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REIVINDICACIONES

1. Sistema automatizado para la obtencién de imédgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada mag-
nificacion, basado en la captura secuencial de imagenes digitalizadas parcialmente focalizadas, a través de la dptica
del microscopio y a diferentes alturas de observacidén, con un desplazamiento entre ellas inferior a la profundidad de
foco de la lente objetivo, a partir de las cuales se extrae la parte que estd focalizada de cada una de las imagenes cap-
turadas y parcialmente focalizadas mediante la aplicacién de un algoritmo que contempla la varianza matematica en
los valores crométicos de cada pixel de cada imagen parcialmente focalizada, generando la imagen global focalizada
por apilamiento de las partes focalizadas.

2. Sistema automatizado para la obtencién de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada mag-
nificacién, segin reivindicacion 1, caracterizado porque la instrumentacién utilizada comprende:

a) Un subsistema para la captura de imagenes parcialmente focalizadas.
b) Un subsistema de modificacion de la distancia objeto/lente objetivo.
¢) Un subsistema informatizado de control y tratamiento de imagenes parcialmente focalizadas.

3. Sistema automatizado para la obtencién de imagenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada magni-
ficacion, segun reivindicacion 1, caracterizado porque el subsistema de captura de imagenes parcialmente focalizadas
comprende un microscopio optico donde se situara el objeto a estudiar, y un elemento para la captura de imagenes
parcialmente focalizadas.

4. Sistema automatizado para la obtencion de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada mag-
nificacion, segin reivindicacién 1, caracterizado porque el microscopio éptico dispone de un sistema de iluminacién
azimutal, bien sea de tipo infraocular o bien extraocular con o sin simetria axial.

5. Sistema automatizado para la obtencién de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada mag-
nificacion, segun reivindicacién 1, caracterizado porque el microscopio 6ptico deberd poseer la capacidad de enviar
la imagen parcialmente focalizada observada por el objetivo a un dispositivo de captura de imagenes.

6. Sistema automatizado para la obtencién de imagenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada magni-
ficacion, segun reivindicacién 1, caracterizado porque el subsistema de captura de imdgenes comprende un elemento
para la captura de imdgenes de forma digital o en su defecto comprenderd un sistema de digitalizacion de imédgenes.

7. Sistema automatizado para la obtencién de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada mag-
nificacién, segun reivindicacién 1, caracterizado porque el subsistema de modificacién de la distancia objeto/lente
objetivo permite posicionar el objeto a diferentes distancias de la lente objetivo.

8. Sistema automatizado para la obtencién de imagenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada mag-
nificacion, segun reivindicacién 1, caracterizado porque el subsistema de modificacién de la distancia objeto/lente
objetivo comprende un elemento de movimiento de alta precisién y los soportes y acoplamientos necesarios para
interactuar con el objeto de forma 6ptima.

9. Sistema automatizado para la obtencién de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada mag-
nificacion, segtin reivindicacién 1, caracterizado porque el elemento de movimiento de alta precision se acopla con
el objeto de forma que es capaz de producir el movimiento de éste a través del eje de observacién de la lente objetivo.

10. Sistema automatizado para la obtenciéon de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada
magnificacion, segtin reivindicacién 1, caracterizado porque el elemento de movimiento de alta precision es capaz de
producir movimientos menores a la profundidad de campo de las lentes objetivo comerciales mas comunes.

11. Sistema automatizado para la obtenciéon de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada
magnificacion, segin reivindicacion 1, caracterizado porque posee los acoplamientos y soportes necesarios para que
el elemento de movimiento de alta precision desarrolle su funcién segin las reivindicaciones 8 y 9.

12. Sistema automatizado para la obtencién de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada
magnificacion, segin reivindicacion 1, caracterizado porque para determinar cual es el desplazamiento ptimo entre
dos imédgenes parcialmente focalizadas consecutivas utiliza el siguiente procedimiento:

(a)  determina cual es la profundidad de foco de la lente objetivo utilizada en la observacién mediante la férmula
matematica DOF= 166.433*EXP[-X/2.385] +4.530*EXP[-(X?)/26.070].

(b)  Multiplica el valor de DOF obtenido segtn el apartado 12.a por un factor en el rango 0.7<Coef<0.9, sien-

do el resultado el valor de desplazamiento que debe aplicarse al objeto en la direccion del eje Sptico de
observacion para la captura de la imagen parcialmente focalizada.

9
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13. Sistema automatizado para la obtenciéon de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada
magnificacion, segin reivindicacion 1, caracterizado porque el subsistema informatizado de control y tratamiento de
imagenes consiste en un ordenador capaz de procesar las entradas y salidas de informacién y un software de control y
tratamiento de imdgenes que, mediante su logica estructurada, maneja la informacién requerida para:

a) Controlar el movimiento que debe producir el elemento de movimiento de alta precision para situar el objeto en
la posicién deseada para la adquisicién de cada una de las imdgenes parcialmente focalizadas.

b) Controlar la adquisicién de cada una de las imdgenes parcialmente focalizadas, una vez posicionado el objeto
en el caso de usar un sistema de captura de imagenes automatizado.

¢) Guardar las imagenes parcialmente focalizadas una vez capturadas, y

d) Aplicar el algoritmo para, a partir de todas las imdgenes parcialmente focalizadas adquiridas del objeto, obtener
una imagen del mismo completamente focalizada en toda su extension y en toda su profundidad.

14. Sistema automatizado para la obtencién de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada mag-
nificacion, segin reivindicacion 1, caracterizado porque el software de control y tratamiento de imdgenes se compo-
ne de un algoritmo matemadtico capaz de determinar las zonas focalizadas de las imdgenes parcialmente focalizadas
capturadas y de obtener una imagen totalmente focalizada a partir de todas las imdgenes parcialmente focalizadas
capturadas, utilizando tinicamente la zona focalizada de las mismas.

15. Sistema automatizado para la obtencion de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada
magnificacion, segin reivindicacién 1, caracterizado porque el software de control y tratamiento de imagenes se
compone de un algoritmo matematico capaz de discernir cual es la imagen con mejor focalizacién en cada pixel que
componen las imdgenes capturadas.

16. Sistema automatizado para la obtencién de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada mag-
nificacion, segun reivindicacién 1, caracterizado porque el algoritmo usado para la extraccién de la parte focalizada
de cada imagen parcialmente focalizada se basa en:

(a) Descompone cada imagen digital parcialmente focalizada en sus componentes RGB (Red, Green y Blue).

(b)  Calcula las componentes HSL (Hue, Saturation y Luminance) de cada imagen a partir de los valores RGB
indicados en el apartado 16.a.

(©) Obtiene una nueva imagen como suma de las componentes R, G, B, H, S y L obtenidos segtn se indica en
los apartados 16.a y 16.b, multiplicando cada componente por un factor de peso estadistico comprendido
en el rango 0-1.

(d)  Para la imagen obtenida segin el apartado 16.c, se determinan los pixeles que cumplen el criterio de fo-
calizacién, expresando éste en funcion del valor estadistico de la varianza de cada uno de los pixeles de la
imagen y los de su entorno perimetral, respecto a un determinado limite.

(e) Extrae de cada imagen parcialmente focalizada los pixeles que han superado el criterio de focalizacién
expresado en el punto 16.d, que por sustitucion de los mismos en una imagen negra de referencia, genera la
imagen final prefocalizada.

® Determina, de acuerdo con la reivindicacién 15, cual de las imdgenes parcialmente focalizada presenta la
maxima focalizacién mediante la maximizacién del valor de la varianza global de cada imagen, calculando
dicho valor mediante la aplicacion de alguno de los siguientes criterios:

1. el criterio expuesto en el punto 16.d referido al punto central de la imagen y usando como entorno
perimetral todos los pixeles de la imagen.

ii. La suma de los valores de varianza obtenida para cada uno de los pixeles de la imagen segtn lo
expuesto en el punto 16.d y usando como entorno perimetral los 8 pixeles mds proximos al pixel
considerado.

ii. La suma de los valores de varianza obtenida para cada uno de los pixeles de la imagen segtn lo
expuesto en el punto 16.d y usando como entorno perimetral un nimero de pixeles a determinar por
el usuario.

(g)  Rellena los pixeles que un estuviesen cubiertos en la imagen final prefocalizada obtenida segin se expresa

en el apartado 16.e, con los pixeles equivalentes de la imagen parcialmente focalizada de mejor focalizacién
determinada segun el criterio expuesto en el punto 16.f.

10
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17. Sistema automatizado para la obtencion de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada
magnificacion, segin reivindicacién 1, caracterizado porque el algoritmo capaz de conformar una imagen a partir de
los pixeles que presenten mejor focalizacién de cada una de las imagenes parcialmente focalizadas, segin lo descrito
en la reivindicacién 16, permite modificar por el usuario las variables de contorno entre las que se incluyen:

(a) El peso estadistico de cada una de las componentes R, G, B, H, S y L de las imdgenes parcialmente focali-
zadas.

(b)  La amplitud del nimero de capas perimetrales que se emplea para determinar la varianza caracteristica de
cada pixel.

(©) El valor umbral que determina cuando la varianza es tal que el pixel debe ser considerado como pixel
focalizado.

18. Un procedimiento para la obtencion de imagenes totalmente focalizadas con microscopios de elevada magnifi-
cacién que, haciendo uso de la instrumentacion descrita en las reivindicaciones 1 a 17, se caracteriza por:

a) Llevar a cabo, con precision submicrométrica, el movimiento del objeto a estudiar a lo largo del eje 6ptico
de observacion, necesario para colocarlo en la posicién de captura de imdgenes parcialmente focalizadas segun la
profundidad de campo de la lente objetivo,

b) Capturar imagenes parcialmente focalizadas del objeto a estudiar en las posiciones adecuadas de forma automa-
tizada o bien de forma manual.

¢) Obtener una imagen completamente focalizada del objeto a estudiar en toda su extension y en toda su profundi-
dad a partir de las imagenes parcialmente focalizadas capturadas.

19. Uso del sistema automatizado para la obtencion de imdgenes totalmente focalizadas con microscopios de

alta magnificacidn, descrito en las reivindicaciones 1 a 17, para obtener imdgenes totalmente focalizadas con lentes
objetivo de diversas y altas magnificaciones.

11
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Actividad inventiva Reivindicaciones 12,16, 17 Si
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Consideraciones:

La presente invencién se refiere, respectivamente de acuerdo con sus reivindicaciones 1, 18 y 19, a un sistema, procedimiento y
uso de dicho sistema, para la obtencién de imagenes totalmente enfocadas con microscopios de gran aumento, el cual se basa
en la captacion secuencial de imagenes digitalizadas parcialmente enfocadas, tomadas a diferentes alturas de observacion,
con un desplazamiento entre ellas inferior a la profundidad de foco de la lente de objetivo, de tal manera que se extrae la
parte enfocada de cada una de las imagenes captadas mediante la aplicacién de un algoritmo que contempla la varianza
matematica en los valores crométicos de cada pixel de imagen parcialmente enfocada, y se genera una imagen global por
apilamiento de las partes enfocadas. La reivindicacion 2 recoge los elementos necesarios para el funcionamiento de dicho
sistema y la ejecucién de dicho procedimiento. En las reivindicaciones 3-11, dependientes de la 1, se recogen componentes y
detalles que constituyen requisitos obvios 0 sobradamente conocidos para el funcionamiento de tal sistema y que, por tanto,
son de contenido técnico no esencial. Asi, por ejemplo, la reivindicacion 6 cubre las posibles alternativas evidentes para la
ya aludida captacién de imagenes digitalizadas: o bien el subsistema de captacién capta imagenes digitales, o bien éstas se
digitalizan en un sistema adicional.

Otro ejemplo de estas reivindicaciones que no aportan caracteristicas esenciales para la invenciéon que no resulten obvias
de reivindicaciones anteriores es la 7, de contenido superfluo porque, tal y como esta redactada, se limita a afirmar que el
subsistema de modificacién de la distancia entre objeto y lente de objetivo modifica, efectivamente, la distancia entre estos
elementos. Si se recogen caracteristicas técnicas esenciales que forman parte del objeto de la invencién en la reivindicacion
12, que define el procedimiento para determinar el desplazamiento éptimo entre dos imagenes parcialmente enfocadas conse-
cutivas, consistente en determinar la profundidad focal de la lente de objetivo mediante una expresion matematica, y multiplicar
este valor por un coeficiente preestablecido para obtener dicho desplazamiento éptimo.

Las reivindicaciones 13-15 son, sin embargo, también redundantes respecto a otras anteriores, pues se limitan a abundar
en conceptos ya presentados, remachandolos con un nuevo giro en su explicacién. Por ejemplo, la determinacion de zonas
enfocadas de imagenes parcialmente enfocadas que realiza el algoritmo segun la reivindicacion 14, y su composiciéon en una
imagen completa y enfocada, es equivalente, expresada de otra manera, a la generacién de una imagen global enfocada por
apilamiento de las partes enfocadas de las distintas imagenes parcialmente enfocadas, lo que ya se ha mencionado en la
primera reivindicacién. Otro tanto puede decirse del andlisis pixel por pixel de la reivindicacion 15, ya aludido de forma mas
concreta como una comparacion de varianzas de cada pixel en la primera reivindicacion.

Se llega asi a la reivindicacién 16, que desarrolla con gran detalle el algoritmo de varianza maxima utilizado en la presente
invencion, y que permite los ajustes por parte del usuario recogidos en la reivindicacion 17.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200801517

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 US 2006/0038144 A1 23/02/2006

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

Se considera que la invencién recogida en las reivindicaciones 1-11, 13-15, 18 y 19 carece de novedad por haber sido divulgada
idénticamente en el estado de la técnica.

En efecto, considerando el documento D01, citado en el Informe sobre el Estado de la Técnica (IET) con la categoria X para
dichas reivindicaciones, como el estado de la técnica mas préximo al objeto de su Solicitud, se describe en él un sistema
automatizado ("bajo el control de una computadora" -parrafo [0027]) para la obtenciéon de imagenes totalmente enfocadas
("imagenes éptimas" -parrafo [0028]), basado en la captaciéon secuencial (la plataforma se mueve secuencialmente de uno
a otro planos de enfoque situados a diferentes profundidades -parrafo [0027]) de imagenes digitales parcialmente enfocadas
(el enfoque parcial es una consecuencia 6ptica del propio disefio estructural del microscopio cuando observa un campo de
vision suficientemente profundo o "grueso") y a diferentes alturas de observacién, con un desplazamiento entre ellas inferior
a la profundidad focal de la lente de objetivo (esta condicion es obvia para obtener conjuntos de imagenes suficientemente
relacionadas entre si), a partir de las cuales se extrae la parte que esta enfocada de cada una de las imagenes captadas y
parcialmente enfocadas (se combinan los "elementos mejor enfocados de la pluralidad de N imagenes del campo de vision"
-parrafo [0036]) mediante la aplicacién de un algoritmo que contempla la varianza matematica en los valores cromaticos de
cada pixel de cada imagen parcialmente enfocada ("algoritmos matematicos para determinar el pixel con varianza de intensidad
mas alta" -parrafo [0035]), generando la imagen global enfocada por apilamiento ("confluencia" de las imagenes para crear una
imagen "aplanada" -parrafos [0034] y [0036]) de las partes enfocadas.

Como se observa, el objeto técnico definido en la primera reivindicacion de su Solicitud se halla idénticamente recogido en el
documento D01, hasta el punto de que el sistema descrito en este documento puede exponerse con anéloga redaccién a la de
esta reivindicacion, que carece, por tanto, de novedad.

Un analisis similar puede hacerse respecto al resto de reivindicaciones con caracteristicas relevantes anteriormente referidas,
y las reivindicaciones de contenido irrelevante carecen también, obviamente, de novedad con respecto a D01. No se ha encon-
trado en el estado de la técnica, sin embargo, el método de calculo del desplazamiento 6ptimo definido en la reivindicaciéon 12
en una aplicacion de tratamiento de datos de imagen como la de la presente Solicitud, como tampoco el algoritmo de extraccion
de la parte enfocada de cada imagen en un grado de detalle como el recogido en la reivindicacion 16 y con las posibilidades
de modificaciéon de la reivindicacion 17, por lo que puede afirmarse, en consecuencia, que ambos aspectos, método de calculo
y algoritmo de seleccion, constituyen la parte inventiva de la presente Solicitud.
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