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Abstract
In this paper, the quantitative information extraction problem contained in microscopy images is considered. Particularly,
the bacteria images are assessed in order to produce bio-fertilizer, and emulsions image sequences used for the stability
study are analyzed. The proposed methodology consists of three consecutive steps: 1) pre-processing for the image
information enhancement; 2) segmentation of the enhanced image by applying the Watershed transformation; 3) images
characterization using a template matching procedure. The results are analyzed by comparing the estimates results with
respect to the results manually obtained by experts in the area and values provided in the literature.
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Extraccion de informacion cuantitativa a partir de imagenes de
microscopia

Resumen

En el presente articulo se considera el problema de extraccién cuantitativa de informacién contenida en imagenes de
microscopia. Particularmente, se valoran imagenes de bacterias usadas en la produccidn de bio-fertilizantes, y secuencias
de imagenes de emulsiones utilizadas para el estudio de su estabilidad. La metodologia propuesta consiste en tres pasos
consecutivos: 1) pre-procesamiento para el realce de la informacién contenida en las imagenes; 2) segmentacion de las
imagenes realzadas mediante la aplicacién de la transformada Watershed; 3) caracterizacién de las estructuras bajo
estudio usando un procedimiento de correspondencia de plantillas. Los resultados obtenidos son analizados al comparar las
estimaciones realizadas con respecto a la informacién extraida manualmente por parte de expertos en el area y lo previsto
en la literatura especializada.

Palabras Clave: Segmentacion, transformada Watershed, bacterias, emulsiones, imagenes de microscopia confocal.

Particularmente, en biologia se pueden identificar
las formas de los organismos a objeto de caracterizar
fendmenos evolutivos; en quimica y fisica es posible
caracterizar procesos emulsificantes con la finalidad de
estudiar sus propiedades.

Introduccion

El andlisis de imagenes se define como una secuencia
de procesos utilizados parala identificacion, cuantificacién
y reconocimiento de los elementos mdas importantes
de una escena digital [1]. En diversos estudios, este

analisis se usa en la clasificacién de elementos y en el
registro del comportamiento de variables utiles para
comprender fenémenos biolégicos, quimicos o fisicos.

Generalmente, los estudios en biologia se relacionan
con los microorganismos; organismos que solamente
pueden ser observados a través del microscopio [2].
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Algunos microorganismos (bacterias y hongos) son
usados en la producciéon de bio-fertilizantes, los cuales
son componentes ecoldgicos que proveen a las plantas los
nutrientes requeridos [3], y que permiten la sustituciéon
parcial o total de fertilizantes sintéticos que causan
contaminacion a la tierra, agua y comida.

Los procesos de investigacion con microorganismos
requieren un alto nimero de observaciones visuales
sobre las imagenes obtenidas con el microscopio. El
proceso de caracterizacién de bacterias es un ejemplo
de ello. Este proceso es lento y produce resultados
con errores significativos debido a la cantidad de
observaciones necesarias para analizar una muestra. Este
proceso se puede automatizar utilizando un sistema de
procesamiento de imagenes [4].

En el area de la quimica se realizan estudios para
caracterizar emulsiones y determinar su estabilidad. Una
emulsion es un sistema inmiscible de dos fases, donde una
de ellas se encuentra dispersa como pequefias gotas en
la otra. Las emulsiones contienen un tercer componente
llamado agente emulsificador cuya funcién es estabilizar
la fase dispersa. La estabilidad de las emulsiones depende
del tamafio y de la distribucién del tamafio de las gotas
[5]. Generalmente la estabilidad se relaciona con la
persistencia o el decaimiento del sistema dispersado en
ciertas circunstancias. Una emulsién es estable cuando
su aspecto no cambia en un periodo especifico [6]. Un
método para medir la estabilidad de las emulsiones es
analizar secuencias de muestras para determinar cuando
el tamafio promedio de la gota y/o su distribucién cambia.
La emulsién con gotas de pequefios tamafos es mas
estable [7]. El tamafio de las gotas puede ser medido por
técnicas como reflectancia, densidad optica, turbidez y
microscopia [6]. La microscopia permite el andlisis de

gotas en una muestra a partir de su imagen digital; es la
técnica mas econémica [8].

Una de las técnicas de anadlisis de imagenes que
permite identificar las regiones de interés en cualquier
escena digital es la segmentacion. Dicha técnica identifica
las regiones que tienen una alta correlacién con los
objetos o formas reales contenidas en la imagen, mediante
la similitud que presenten estas regiones en propiedades
como intensidad asociada a los pixeles, las relaciones
topoldgicas y las caracteristicas de sus contornos [9].

Diversos algoritmos de segmentacion han sido
propuestos en la literatura, agrupados en cinco enfoques
principales: técnicas de umbralizacién [10], técnicas de
deteccion de contornos [11], técnicas de identificacion de
regiones [12], técnicas de agrupamiento [13], y técnicas
hibridas [14]. Revisiones de métodos de segmentacién de
imagenes se encuentran en [15,16].

Con la aplicacién de la segmentaciéon de imagenes se
pueden identificar de forma automatica las regiones que
en laimagen de microscopia representan bacterias o gotas
de emulsiones (objetos bajo estudio). Es por ello que en
este trabajo se propone desarrollar un procedimiento
automatico Unico a partir de los trabajos reportados en
[4] y [8] que permita la caracterizacién de las estructuras
de interés existentes en imagenes obtenidas mediante un
microscopio digital.

Metodologia

La metodologia propuesta para extraer
cuantitativamente la informacién contenida en imagenes
de microscopia, consta de las tres fases (ver figura 1) que
se describen a continuacion.

1. Pre-procesamiento
para el realce de las
imagenes

2. Segmentacion
de lasimagenes

3. Caracterizacion
de las estructuras
en estudio

uillill..

Figura 1. Fases de la metodologia.

1. Pre-procesamiento para el realce de las
imagenes
En esta etapa se utilizan filtros especificos con el

objeto de mejorar la calidad de las imagenes adquiridas a
través del microscopio.

1.1. Bacterias

En este caso se utilizan 4 filtros utiles para:
homogeneizar el fondo, realzar los bordes, sustraer el
fondo y suavizar la imagen, con la finalidad de equilibrar

los tonos de grises asociados alos pixeles correspondientes
al fondo de la imagen y resaltar las bacterias que son muy
tenues o que tienen bordes poco diferenciados.

a. Filtro de homogeneizacion de fondo

En las imagenes de bacterias se requiere diferenciar
la informacién que corresponde a microorganismos de la
que corresponde a fondo. Para ello se utiliza una tabla de
busqueda (look-up table, LUT) [9], la cual se construye de
la siguiente manera:
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. Elegir un conjunto de n imagenes con igual
dimensién y diversas caracteristicas, convertirlas en
niveles de grises y luego calcular el histograma de cada
una de ellas.

. Determinar el vector porcentaje de frecuencia
(ecuacién 1) para cada imagen a partir de su histograma
y calcular el promedio de estos vectores (ecuacién 2).

fj = [ r;.lil:ei i) -fi:-!lil:ei 5% fr-!lil:ei 75% fr-!lil:ei oo B
D=j=n
(0= j=n) : (1)
— Tl 4 T
Fn[ue[ i~ Zj':l..ﬁ’![ug[[ vizi= ‘1'_ )
D Construir la funcion de transferencia de la LUT,

definida por la concatenacion de cuatro funciones lineales:
entrada (ecuacion 3) y salida (ecuacion 4).

Entrada iy = Nivel; ¥ 0= i< 4 @)

Salida jyr = ZieoFuerx ¥ 0202 % (4)

Filtro de realce de bordes

Este filtro tiene como finalidad destacar los bordes
de las bacterias que tienden a confundirse con el fondo
debido tanto a problemas de luminosidad en la captura
como a problemas de pigmentacién de la muestra.
Este filtro utiliza operadores basados en gradientes,
especificamente el operador de gradiente consistente
descrito por Ando [17].

b. Filtro de sustraccion de fondo

La implementacién utilizada se basa en el algoritmo
de la Bola Rodante (Rolling Ball) descrito por Sternbergs
[18].

c. Filtro de suavizamiento

Elfiltro de suavizamiento aplicado sustituye el valor de
cada pixel (if) enlaimagen original, porla correspondiente
media aritmética calculada con los valores de los pixeles
pertenecientes a una vecindad vnxvn centrada en dicho
pixel [9].

Emulsiones

Para el caso de las emulsiones, se utilizan 3 filtros:
reescalamiento de amplitud, desplazamiento de pixeles y
difusion anisotroépica; con el fin de disminuir la distorsion,
aumentar la calidad de la imagen y atenuar los elementos
innecesarios para el estudio.

1.2. Filtro de reescalamiento de amplitud

Este filtro aplica una transformacién lineal a los
valores de la intensidad de los pixeles de la imagen de
entrada. La transformacion lineal se define en términos de

los valores minimo y maximo que la imagen de salida debe
tener [19].

a. Filtro de desplazamiento de pixeles

Este filtro através del uso de un factor de multiplicacion
aplica una transformacion lineal a las intensidades de los
pixeles de la imagen de entrada [19].

b. Filtro de difusion anisotrdopica

Este filtro se fundamenta en la transformacién de la
imagen como una funcién de sus derivadas en un espacio
de mayor dimensién [20]. Este nuevo espacio representa
la solucién de la ecuacidn de calor (ecuacion 5).

df (xy:1) _ - A D .
T V-Clx.v)VI{x vt 5)

donde I{x,¥ : 0} = imagen original, (x, ¥} € B, f=tiempo,

y €= conductancia.

2. Segmentacion de las imagenes

El proceso de segmentacién se lleva a cabo en dos
pasos, en el primero se aplica la transformada Watershed
y en el segundo se realiza una optimizacién a la imagen
segmentada.

2.1. Aplicacion de la transformada
Watershed

La transformada Watershed se clasifica como un
tipo de segmentacién basada en regiones. Este método
considera la imagen como un paisaje o relieve topografico
inundado con agua; el paisaje es dividido en regiones o
cuencas separadas por diques denominados lineas de
cuencas hidrograficas (Watersheds).

Como método para segmentar las imagenes de
microscopia se usa la implementacion del Watershed
basada en el algoritmo de simulacién de inmersion
propuesto por Vincent y Soile [21]. Esta implementacion
considera la magnitud del gradiente de la imagen como
una superficie topografica. Como resultado de esta
segmentacién se obtiene lo siguiente: 1) una imagen
binaria con los objetos en color negro y el fondo en color
blanco (se identifica como objeto), 2) una imagen binaria
con los bordes de los objetos en color negro y el fondo en
color blanco (se identifica como contorno) y finalmente,
3) una imagen con las cuencas etiquetadas por colores
aleatorios (se identifica como cuenca).

Para la etapa de caracterizacién de las muestras
bacterianas se usan las imagenes objeto y contorno
generadas por el algoritmo de inmersiéon y para la
caracterizacion de las emulsiones se requiere la imagen
cuenca generada por este mismo algoritmo.
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2.2. Optimizacién de la imagen segmentada

El proceso de segmentacion de la imagen culmina con
la aplicacion de un procedimiento que permite obtener la
imagen segmentada de forma binaria.

Para el caso de las muestras de bacterias la union de las
imagenes objeto y contorno generadas, origina una nueva
imagen, a la cual se le aplica una mascara de tamafio nxm;
si la cantidad de pixeles negros en esta ventana es menor

que un umbral predefinido E‘r_:-'pt’ todos los pixeles en la
ventana cambian a negro, de lo contrario, todos los pixeles
en la ventana mantienen su color. Los valores de n, m y

E opt fueron fijados heuristicamente con los valores 3, 5 y
9, respectivamente. El resultado es una imagen binaria con
las bacterias.

Para el caso de las muestras de gotas de emulsiones
a la imagen cuenca generada por el algoritmo Watershed

k=i+(a/x=al=j+lb /2 y=b

sijy= Y 2

k=i-({a/x=0 I=j-(b/ 2 y=0

donde S es la correspondencia entre el area de tamafio axb de la

dimensiones de (pl).

3.1. Determinacion de forma

Debido a que la forma de las gotas es conocida (circular),
no se realiza algin procedimiento para la determinacion de
esa forma. Sin embargo, las bacterias presentan diferentes
formas: esféricas o cilindrica, por tanto para este caso se usa la
forma de las plantillas del template matching para identificar
su morfologia.

3.2. Determinacion de tamaiio

Para calcular el tamafio de las bacterias y gotas se realizan
los siguientes procedimientos:

a. Bacterias: El tamafio de las bacterias presentes
en una imagen se obtiene mediante el siguiente
procedimiento: Se fija un pixel cualquiera perteneciente
a una bacteria y se calcula la distancia maxima existente
entre dicho pixel y cada uno de los pixeles pertenecientes
a esa misma bacteria (ecuacion 7). Este procedimiento se
repite dejando fijo cada pixel de una bacteria; la distancia
mayor obtenida representa el tamafio de esa bacteria.
La distancia existente entre dos pixeles pertenecientes a
la misma bacteria se calcula aplicando la ecuacién de la
distancia euclidiana.

numpixel numpixel —1

TemBac; = max; ., max;_, (dy;) %)

ImOrik, Dpllx,v) v

se le aplica la técnica de binarizacion basada en umbrales
adaptativos [9]. El resultado es una imagen binaria con las
gotas de emulsiones.

3. Caracterizacion de las estructuras bajo
estudio

Con el propdsito de identificar las bacterias o las
gotas presentes en una imagen, se utiliza la técnica de
comparacién de plantillas (template matching). Esta
técnica consiste en determinar la correspondencia entre
plantillas de tamafio axb con los objetos segmentados en
una imagen [22]. Las plantillas se construyen a partir de
las formas de los objetos de interés (circulares y ovaladas)
considerando varios tamafios y orientaciones. El algoritmo
compara regiones de la imagen binaria obtenida en la
segmentacion (ventanas de estudio) con cada plantilla.
Una métrica que determina la similitud entre una regién
de la imagen y la plantilla (ecuaciéon 6) se utiliza para
decidir si esa region se acepta como bacteria o como gota.

a/2 £ x < ancho ImOr; b/2 <y < alto ImOr
(6)

imagen original (/mOr) y la plantilla (plant), a y b son las

donde TamBEBac; cs el tamafio de la bacteria 7, d es la
distancia entre el pixel fijo de la bacteria i y cualquier otro
pixel de la bacteria i, numpixel es el numero de pixeles que
contiene la bacteria i, numbacteria es el numero total de

bacterias en una imagen. Para {1 = i == numbacterias

El tamafio promedio de las bacterias de una imagen se
calcula a partir de los tamafios calculados.

b. Gotas: El tamafio de la gota se determina como
el didmetro en pixeles de su patrén circular. A partir de
los tamafios de las gotas calculados se obtiene el tamafio
promedio de las gotas de una emulsién.

Los tamafios promedios calculados en ambos casos
estan expresados en pixeles, por lo tanto es necesario
determinar la equivalencia de pixeles con micras (u = 103
mm). Para obtener esta equivalencia, se utiliza una imagen
adquirida igualmente a través de microscopia, que contiene
un patrén de calibracién con dimensiones en p conocidas.

Figura 2. Imagenes con los patrones de calibracion.
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Resultados y discusion 1. Pre-procesamiento para el realce de

las imagenes
Para probar la metodologia propuesta para la

extraccién cuantitativa de informacién a partir de 1.1. Bacterias
imagenes de microscopia de bacterias y emulsiones se
propusieron 5 experimentos (tabla 1). Las imagenes Como se observa en la tabla 1, los experimentos 1, 2 y
originales de las muestras de bacterias y emulsiones 3 corresponden a las muestras bacterianas. En las figuras
correspondientes a estos 5 experimentos se presentan 4a, 5ay 6a se presentan los resultados de aplicar la técnica
en la figura 3. En las figuras 3a, 3b y 3c se observan las de homogeneizacién. En dichas figuras se observa que
muestras de bacterias y en las figuras 3d y 3e se observan esta técnica permite nivelar los tonos correspondientes al
las muestras de las emulsiones. fondo y a las bacterias, lo que facilita su visualizacién.
Tabla 1
Experimentos realizados para probar la metodologia propuesta.
Tipo de . e - Caracteristicas Instrumento de
Experimento Especificaciones 2 2
muestra numeéricas adquisicion
1 Alto contraste
Bacterias 2 Problemas de contraste
3 Pobre contraste

e Numero de muestras: 7

e Compuesto 1: agua ¢ Resolucién espacial:
e Compuesto 2: kerosene 640 x 480 pixeles Microscopio
4 e Salinidad: 0% e Profundidad: 24 bits confocal
e Tiempo agitacion: 15 s por pixel digital (Leica
Gotas de « Velocidad de agitacién: 5000rpm | ¢ Color: RGB. microsystems)
emulsiones  Ntmero de muestras: 7
e Compuesto 1: agua
5 ¢ Compuesto 2: kerosene

e Salinidad: 2,5 %
¢ Tiempo agitaciéon: 10 s
¢ Velocidad de agitaciéon: 5000rpm

(@ (b) (9 (d) (e
Figura 3. Imagenes originales correspondientes a los 5 experimentos planteados. (a) Experimento 1 (b) Experimento 2 (c)
Experimento 3 (d) Experimento 4 y (e) Experimento 5.

(a) (b) ()
Figura 4. Aplicacion de los filtros a la imagen original del experimento 1. (a)lmagen homogeneizada (b)Imagen con sustraccion
de fondo (c)Imagen con suavizamiento
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El resultado del filtrado para realzar los bordes de
las imagenes de los experimentos 2 y 3, se observa en
las figuras 5b y 6b, respectivamente. Este filtro resaltd
los cambios bruscos existentes en las imagenes lo cual

(@) (b)

©] (d)

favorece la segmentacion. Debido al alto contraste que
presenta la imagen del experimento 1, no se aplic el filtro
de realce de contornos, evitando un gasto computacional
innecesario.

Figura 5. Aplicacion de los filtros a la imagen original del experimento 2. (a) Imagen homogeneizada (b) Imagen con realce de
borde (c) Imagen con sustraccion de fondo (d) Imagen con suavizamiento.

Los resultados de aplicar el filtro de sustraccién de
fondo a las imagenes realzadas de los experimentos 2 y 3
(figuras 5by 6b) se muestran en las figuras 5cy 6¢. Para el
caso del experimento 1 este filtro se aplicé directamente

a la imagen de la figura 4a, cuyo resultado se muestra
en la figura 4b. Finalmente, en las figuras 4c, 5d y 6d se
aprecia el suavizado de bordes realizado, identificado por
la aparicién de borrosidad en la imagen.

(b) () (d)

Figura 6. Aplicacion de los filtros a la imagen original del experimento 3. (a) Imagen homogeneizada (b) Imagen con realce de
borde (c) Imagen con sustraccion de fondo (d) Imagen con suavizamiento.

1.2 Emulsiones

Los resultados correspondientes al pre-procesamiento
realizado a las imagenes de emulsiones (experimentos 4 y
5) se presentan en la figura 7. La figura 7ay 7b muestran el
resultado de aplicar a la imagen original del experimento
4 y 5 los filtros de reescalamiento de amplitud y
desplazamiento de pixeles, respectivamente.

2. Segmentacion de las imagenes

A las imagenes obtenidas en la fase anterior (figuras:
4c, 5d, 6d, 7ay 7b) se le aplica la transformada Watershed.
Los resultados son mostrados en la figura 8. Debido a
sus caracteristicas la segmentacién determina zonas que
no corresponden a bacterias (figura 8c) en la muestra
bacteriana del experimento 3, por lo que no se puede
concluir el proceso.

- W

i o

-

6G

(b)

:_1."
o C

Figura 7. Pre-procesamiento. (a) Imagen del experimento 4 con re-escalamiento de amplitud y desplazamiento de pixeles. (b)
Imagen del experimento 5 con re-escalamiento de amplitud y desplazamiento de pixeles.
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(e)

Figura 8. Imagenes segmentadas correspondientes a los experimentos planteados. a) Experimento 1 (b) Experimento 2 (c)
Experimento 3 (d) Experimento 4 (e) Experimento 5.

3. Caracterizacion de las estructuras bajo
estudio

Los resultados obtenidos al aplicar el procedimiento
de comparacion de plantillas a las imagenes segmentadas

de los experimentos 1, 2, 4 y 5, figuras: 8a, 8b, 8d y 8e,
respectivamente, se pueden observar en la figura 9. En la
figura 9a y 9b las bacterias se encuentran identificadas
por colores y en las figuras 9c y 9d se observan las gotas
de emulsiones encontradas, marcadas con rectangulos.

Figura 9. Estructuras bajo estudio identificadas en las imagenes de los experimentos planteados. (a) Experimento 1 (b)
Experimento 2 (c) Experimento 4 (d) Experimento 5.

Los resultados arrojados por el procedimiento
automatico parael calculo dela cantidad y tamafio promedio

de las estructuras en estudio localizadas en las imagenes de
los experimentos 1, 2,4 y 5 se presentan en la tabla 2.

Cantidad y tamafio promedio de las estruct’lll‘?:sl?dzentificadas en los experimentos planteados.
Experimento 1 2 4 5
Tamafio promedio en p 0,70 1,00 3,97 5,84
Cantidad 361 844 536 662

En cuanto a la caracterizacion de las estructuras,
en los experimentos 1y 2 se determina que la forma de
las bacterias es circular (cocos) y cilindrica (bacilos),
respectivamente. Estas formas de las bacterias
se corresponden con la forma de las plantillas
construidas para analizar cada microorganismo. Los
tamafios medios estimados a partir de las imagenes
procesadas se encuentran en los rangos reportados en
la literatura, el tamafio de los cocos se estima entre 0,4
Ly 0,5 ; y el tamafio de los bacilos (eje mayor) entre
0,5py20p[23].

Para los experimentos 4 y 5 se analiza la estabilidad
de las emulsiones estudiadas. Al considerar los resultados
obtenidos en el experimento 4 se observa que el promedio
de los tamafios de la gota es de 3,97 1 con una desviacion
estandar de £0,4479 p por lo cual se dice que su tendencia
es ser estable. En el experimento 5 el promedio de tamafio
de gotas es de 5,835 p con una desviacion estandar de
+3,086 |, por lo que puede concluir que esta emulsién es
inestable, debido a que las gotas estan creciendo durante
el tiempo (desviacién estandar mayor al). Estos resultados
se corresponden con lo contemplado en la literatura.
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Conclusiones

Se ha propuesto un método automdtico tnico
para la caracterizacion de bacterias y la estabilidad
de emulsiones. El método propuesto ha sido probado
usando imagenes reales de muestras de bacterias y
emulsiones obtenidas a través del microscopio. Los filtros
utilizados para pre-procesar estas imagenes permiten
corregir las inhomogeneidades generadas durante el
proceso de adquisicion de dichas muestras. La técnica de
segmentacion permite discriminar la informacién de las
bacterias y gotas con respecto al fondo, debido a que la
transformada Watershed es una técnica de segmentacion
multiobjeto.

Los resultados arrojados por el método de
caracterizaciéon propuesto para el caso de las muestras
bacterianas se corresponden con las estimaciones
realizadas de forma manual y lo considerado en la
literatura especializada. En el caso de las emulsiones,
para las muestras con tendencia a ser estable los tamafios
de las gotas calculados por el método mostraron que las
mismas no crecieron durante el tiempo, por el contrario
en los tamafios de gotas obtenidos por el método para las
muestras con tendencia inestable se observo una variacion
progresiva, resultados que concuerdan con lo previsto en
la literatura especializada.
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