Segmentacion e identificacion automatica del
Mycobacterium tuberculosis en imagenes de esputo’

Automatic segmentation and identification of the Mycobacterium tuberculosis
in sputum images

La tuberculosis es una grave enfermedad cuyo controd estd basado en el
diagndstico presuntiva, Un método frecuentemente utilizado para su diag-
néstico es el andlisis del esputo con el obyetivo de detedtar &l Muobactenum
tubercuosss. El examen del esputo ocupa una gran cantidad de tiempo y
e requiere un buen entrenamiento del especialista para evitar cometer
un gran nimero de errores. Las técnicas de procesamiento de imagenes
pueden ser de gran ayuda para realizar un examen, Asi, se presenta una
nueva técnica que pretende mejorar ka precision y desminuir e tiempo
empleado en el andlisis de muestras de esputo. Esta técnica emplea el
conocimiento linglistico acerca de las caracteristicas de bos bacilos, utili-
zando la informacian de color para la segmentacion y un arbol de clasifi-
caciin para la identificacion de los bacilos con el fin de establecer i una

muesira es positiva o negativa.
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Tuberculosis is a very serious disease whose control is based on early
diagnosis. A method frequently employed in its diagnosis consists of the
sputum analysis in order to detect the Mycobacterium tuberculosis, The
sputum examination demands a great amount of time and a good training
of the specalist is required to avoid to commit a great numbers of errors,
Image processing techniques can be helpful in examinations. Thus, this
paper presents a new technigue, it tries to improve the precision and
diminish the time used in the analysis sputum samples. This techniques
uses the linguistic knowledge about the characteristics of the bailli, using
the color information for seqmentation and a classification tree for bacill
identification to establishing if a sample is positive or negative.
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Color segmentation, fluorescense microscopy, image processing, pattern
recognition, tuberculosis
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| Mycobacterium tuberculosis es el causante de

la tuberculosis pulmonar, aunque puede llegar a

infectar otros érganos o tejidos como el cere-
bro, los rifiones, los huesos y la piel. La tuberculosis es
la principal causa de muerte por enfermedad infecciosa
en el mundo. Segln un estimativo de la Crganizacion
Mundial de la Salud (OMS), un tercio de la poblacién
mundial {1 722 millones de personas) esta infectado por
esta bacteria. Anualmente se praducen |0 millones de
casos nuevios de tuberculosis activa en todo el mundo y
fallecen 3 millones de personas. Algunos factores que
han favorecido el incremento de la incidencia de esta en-
fermedad son las infecciones con el virus VIH (en el mun-
do, la tuberculosis es la causa principal de muerte entre
personas infectadas con el VIH) y el aumento de la resis-
tencia del bacilo a las drogas.

Ademads de la sospecha clinica, el diagnéstico de la
micobacteriosis debe ser hecho a traveés del cultivo de
muestras de esputo. La identificacion del Mycobacterium
tuberculosis se logra rutinariamente usando tecnicas
flurocrémicas en muestras de esputo tinturadas con
auramina fluorescente empleando un microscopio de
fluorescencia. Estas técnicas carecen de sensitividad, por
lo cual los especialistas deben esperar los resultados de
los cultivos, los cuales pueden demorar hasta 2 meses
debido al hecho de que este bacilo requiere de 5 a 20
horas para duplicarse. El analisis manual para la identi-
ficacion de los bacilos involucra un trabajo intensivo
en el cual se presenta una rata alta de falsos negativos
[1]. El estudio automatico puede conllevar varias ven-
tajas; por ejemplo la reduccién sustancial en el trabajo
de los especialistas, mejorando la sensitividad de la
prueba y una mayor precision en el diagnéstico, e
incrementando el nimero de imagenes que pueden
ser analizadas.

El proceso de segmentacion de las bacterias es com-
plejo pues su forma no es suficiente para usarla como
caracteristica discriminante, debido a que otros baci-
los, especies y particulas tienen la misma morfologia.
Por este motivo el proceso de segmentacion requiere
mejorarse empleando la informacion dada por el color
de la bacteria.

Se han realizado algunos trabajos sobre la segmen-
tacién de bacterias. Veropoulus et al. [|,2] desarrolla-

Meenser, Gamiesso Fomeso

ron un método de identificacion basado en la forma de
los descriptores y en clasificadores por redes neuronales,
obteniendo una sensitividad (rata entre las decisiones
positivas encontradas como tales contra el nimero to-
tal de casos positivos) de 94.1%. Wilkinson [3] propo-
ne una técnica de segmentacion de multirresolucion ra-
pida basada en la cbtencion de diferentes umbrales para
diferentes zonas de una imagen monocromatica. Otros
autores usan la informacion de color como factor dis-
criminante clave en |a segmentacién e identificacion de
bacterias [4,5] o la segmentacion de células en el diag-
néstico del cancer de pulmén [6,7].

Como una continuacion de los trabajos previos [8,7],
en este articulo se presenta una nueva técnica para la
segrmentacion e identificacion de bacterias de la tuber-
culosis con el fin de establecer una muestra como posi-
tiva o negativa. El método de segmentacién incluye |a
informacion de color; la técnica de identificacién esta
basada en el uso de varios descriptores, empleando el
conocimiento heuristico acerca de su forma.

El proceso de tincion de las muestras fue realizada con
especimenes clinicos tanto respiratorios como no res-
piratorios, exceptuande la orina y la sangre. Estos
especimenes fueron tefiidos con auramina flurocromada
O y escaneados usando un microscopio de fluorescen-
cia con una magnificacion x250. Debido a los artefactos
que pueden presentarse en las muestras, es necesario
revisar cuidadosamente la morfologia de las celulas.

La confirmacion de las muestras fluorocromas posi-
tivas fueron hechas observando el crecimiento del
Mycobacterium tuberculosis en cultivos de especimenes
en medios solidos y liquidos. Las tomas de las muestras
fueron analizadas con un fotomicroscopio Zeiss
Axiophot iluminade con un sistema de iluminacién fluo-
rescente de intensidad variable Zeiss Attoarc. La ad-
quisicion de las imagenes fue hecha con una camara
digital Coolsnap de Photometrics.

Para el desarrcllo de la investigacion se recolecta-
ron 397 imigenes negativas y 75 positivas. Para realizar
la descripcion de los bacilos fueron utilizadas | 10 mues-
tras de bacilos, encontradas en |5 de las imagenes po-
sitivas; las 60 restantes fueron empleadas para la verifi-
cacion del método de identificacion de bacilos.
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>i el Mycobacterium tuberculosis aparece en una mues-
tra, presenta una fluorescencia verdosa que puede lle-
gar a ser amarilla y blanca. Estas bacterias miden entre
|y 10 micrémetros de largo, y 0.2 y 0.6 micrémetros
de ancho aproximadamente, pudiendo aparecer
curvadas o rectas. Individualmente los bacilos pueden
mostrar zonas fuertemente tefiidas y dreas de tincién
alternada que le dan una apariencia moteada. Esta in-
formacion es importante en el desarrollo de la seg-
mentacion y el proceso de identificacién, como se ve
mads adelante. Vale la pena anotar que parala correcta
identificacion de los exdamenes, no nos centramos en
la deteccidén de todos los posibles baciles, sino en la
correcta evaluacién del examen. Asi, a partir de la ex-
periencia expresada por el especialista, se busea desa-
rrollar un meétodo que permita una correcta evalua-
cion de cada examen,

El proceso de segmentacion consta de varios pasos,
El primero, similar al propuesto con el mismo fin en
[1.2], consta de un operader de Canny, empleando un
valor de ot = |, usado para detectar los bordes en la
imagen. Este paso es seguido por un proceso de selec-
cion de los maximos locales del gradiente y una umbra-
lizacién por histéresis [10].

Debido a que algunas estructuras pueden resultar
abiertas en las imagenes obtenidas, se aplica una opera-

MY COBKCTERIUN TURERCULOSIS EX IMALEMES DE ESPUTO

cién de cerrado morfologico. Como resultado se ob-
serva, tal como lo ilustra la figura 2¢, pueden aparecer
bordes abiertos no pertenecientes a bacilos, Pues-
to que estos bordes no tienen mas que un pixel de
ancho, su eliminacién se logra ejecutando una ope-
racién de llenado de todos los contornos cerrados
¥, posteriormente, haciendo una apertura
morfolégica.

Dado que las imagenes estian en formato RGE, es
necesario estudiar su comportamiento espectral. Como
se observé en [B], las principales caracteristicas de co-
lor de estas imagenes son:

Cada regién de la imagen, perteneciente al fondo o
al bacilo presentan un color, intensidad y textura si-
milar.

Los bacilos presentan una flucrescencia verde que

pasa por el amarillo y puede llegar al blance,

Se observo en los histogramas de cada canal y el
perfil de los bacilos que aquellos que presentan una
coloracion verde muestran un valor alto en ese canal, y
muy bajo en los otros, como ilustra |a figura |. Los ama-
rillos muestran un valor alto y similar en los canales rojo
y verde, Finalmente, cuando los bacilos aparecen con
una coloracion blanca, el valor es alto y similar en los
tres canales. También se vio en todos los bacilos anali-
zados que siempre hay, al menos, un pixel en el cual el
valor del color verde es mayor que el del rojo. Ademas,
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se encontrd que el canal azul no aporta informacion
importante para distinguir a los bacilos, lo cual concuerda
con las conclusiones de Demantova et al. [5].

Basados en estas caracteristicas y en un anlisis es-
tadistico de las intensidades de las muestras, se definio
|a siguiente etapa en la técnica de segmentacion. Se ba-
rre la imagen y se estudian los pixeles de cada objeto.
Un objeto es conservado si tiene al menos un pixel cuyo
valor en el canal verde es superior a 180 y al valor del
canal rojo; en caso contrario, el objeto es eliminado.

Las figuras 2 y 3 muestran los resultados obtenidos con
esta técnica aplicados a una imagen negativa y una posi-
tiva,

Una vez segmentada la imagen, se realiza un pro-
ceso de identificacion con el fin de averiguar si los
objetos restantes corresponden a bacilos (en cuyo
caso la imagen sera dada como positiva) o no, caso
en el cual la imagen es negativa. Varios métodos pue-
den ser empleados para clasificar los objetos en la

imagen, éstos incluyen las redes neuronales, ya em-

Rewsta Ingeweste £ lnvesncacds Mo, 53 + Movesere pe 2003 I : s 85
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pleadas por Veropoulos [|,2] y tecnicas de agrupa-
miento.

Para realizar la identificacién, los objetos segmenta-
dos son representados mediante descriptores, los cua-
les deben ser preferiblemente invariantes a la trasla-
cion, rotacion, cambio de escala y punto de inicio del
muestreo cuando el descriptor se obtiene a partir del
contorno del objeto. Para evitar el cilculo de los
descriptores sobre todos los objetos hallados, antes de

realizar la descripcion, los objetos son filtrados de acuer-
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do al nimero de pixeles de su contorno, eliminando
aquellos demasiado pequenos y demasiado grandes con
respecto al tamano de un M. tuberculosis.

5e calcularon algunos descriptores: area, com-
pactividad, eje mayor, eje menor, excentricidad, peri-
metro, solidez, los 7 momentos de Hu y los primeros
|& descriptores de Fourier normalizados. Luego, se
realizé un analisis del conjunto de | | 0 bacilos tomados,
mostrados en |a figura 4, con el fin de estudiar y sacar

conclusiones sobre el conjunto de muestras de refe-
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rencia. Este proceso establece la distribucion de las
muestras, determinante para definir los pasos poste-

ricres en la clasificacion, ademas de establecer si el ni-

mero de muestras tomadas es adecuado y representa-

tive de forma que decrezca el error de clasificacion.

Mediante un analisis visual previo se observé que los M.

tuberculosis no eran uniformes, sino que podian subdi-
vidirse en clases de acuerdo a su forma, grosor y longi-

tud. Ademas, algunos objetos —a pesar de ser bacilos—,

tenian forma ovoide, que en general no es caracteristi-
ca de un M. tuberculosis, que podia ser confundida con
otro objeto, como lo ilustran los casos mostrados en la
figura 4. Lo anterior coincide con lo expresado por el
especialista consultado quien afirmé que si bien algunos
bacilos no son ficiles de distinguir por su forma y su
color cuando se observan de manera aislada, ellos son
determinados como tales si se observa que en la ima-
gen hay bastantes bacilos facilmente reconccibles. Por
tanto, se realizé una edicion del conjunto de referencia.
Como menciona Cortijo [11], los patrones extrafos
pueden producir errores en la asignacion de los obje-
tos, pues suelen aparecer en zonas cercanas a las regio-
nes de decision, afectando seriamente el resultado de
la clasificacién. De esta manera, se redujo la cantidad
de objetos de muestra, eliminando aquellos cuya forma
no correspondiera claramente a un bacilo y que pudie-
ran afectar la clasificacion. Ademas, se observod
estadisticamente, que estos objetos se caracterizan por
su baja compacidad y excentricidad. De esta manera,
solo se conservaron 88 bacilos.

M, Gumesme Foessn

O

Para determinar el nimero de clases presentes que
mejor definian las muestras se emplearon 7 técnicas de
agrupamiento no supervisado: adaptivo, distancias en-
cadenadas (chain map), K-medias, secuencial, maxima
distancia también conocido como max-min y Batchelor
y Wilkins, ISODATA, y martriz de similitud. Estas técni-
cas resultan dtiles en estos casos, en los cuales se trata
de agrupar objetos sin informacién a priori, es decir, a
partir de un conjunto de objetos no etiquetados [12].

Simultaneamente, con el fin de retener y reconocer
los descriptores mas (tiles un proceso de eliminacion y
andlisis fue desarrollado. Se busca que los descriptores
empleados sean independientes o que su dependencia
sea minima. El emplec de un menor nimero de
descriptores disminuye el tiempo de calculo y, en mu-
chos casos, permite obtener mejores resultados en la
dlasificacion. Suponiendo que los descriptores tienen una
distribucién gausiana, se graficaron todas las distribu-
ciones para un nimero diferente de clases y se observo
queé tanto se sobrelapaban las clases. Como se observa
en la figura 6, los 4 primeros momentos de Hu, la ex-
centricidad y la compacidad presentan una buena sepa-
racién entre cada clase del bacilo. Por este motivo fue-
ron escogidos para realizar la clasificacion.
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Ademas, para el agrupamiento por l-medias, en las
cuales el tnico pardmetro definide por el usuario es el
numero de clases por encontrar, se obtuvo la silueta y
el coeficiente de silueta para los agrupamientos resul-
tantes, para un rango de clases entre 3 y |0, Para evitar
el sesgo producido en esti técnica, debido a la escogen-
cia de los centroides iniciales, que suele ocasionar, cuan-
do el nimero de muestras es alto, que los centroides

de las clases encontradas no correspondan al minimo
global sino a un minimo lacal, se caleularon los centroides
varias veces, seleccionando aleatoriamente distintos
objetos como centroides iniciales y comparando los
resultades obtenidos hasta encontrar un minimo que
se repitiera de manera consistente. Como resultado de
estos andlisis, se encontraron 4 clases. La figura 7 pre-
senta la silueta de las clases encontradas, cuyo coefi-
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ciente es 0.702, valor que indica el hallazgo de una es-
tructura razonable. El valor de la silueta de un objeto
mide su similitud con respecto a los demis objetos de
la misma clase comparada con los objetos pertenecien-
tes a las demas clases.

Meswer GuLesmn Forers

tieron obtener buenos resultados, dado que varios ob-
jetos, distintos de los bacilos, poseian descriptores muy
similares a los encontrados y, por tanto, eran clasifica-
dos como bacilos. La compactividad y la excentricidad
son dos descriptores complementarios adecuados para
conocer de forma aproximada si un objeto es largo ¥
delgado, forma tipica de un bacilo. Empleando estos
valores y los descriptores de Hu se construyd un arbol
de clasificacién [| |] mostrado en la figura 8.

En un segundo drbol se ajustd una de las reglas da-
das y se fijaron dos reglas adicionales con el fin de au-
mentar las posibilidades de escoger correctamente un
examen como positivo. Estas reglas surgen de la siguien-
te observacion: muy ocasionalmente pueden encontrar-
se bacilos cuya longitud es mayor de la esperada (no
alcanzan a ser clasificados come bacilos ya que su for-
ma no e asemeja a ninguna de las cuatro clases encon-
tradas). De éstos resulta dificil tener un nimere sufi-
ciente de muestras dada su poco frecuente aparicion.
Por tanto, se simularon algunos bacilos con el fin de
establecer los valores de compacidad y excentricidad
que podrian tener. El arbol resultante es presentado en
la figura 9.

Encontradas las clases, se
intento clasificar usando el me-
todo del vecino mas préximo.
Los mejores resultados se ob-
tuvieron usando como des-
criptores los 4 primeros mo-

mentos de Hu y la compac-

|
|

tividad, y utilizando la distancia
de Mahalanobis como criterio

Q<30 |

N

d<3t

de similitud, puesto que la mag-
nitud de los descriptores y su

Vi

varianza no es similar,
0.71<e<0.97

Dada la naturaleza de los

objetos por identificar, se tenia

N7

R 19<c<30 R

una descripcion linglistica que

podia ser empleada para reali-

zar la clasificacion. Esta infor- B
macion se refiere a la longitud
y el ancho de los bacilos. Unos
ensayos preliminares limitados
al empleo de los centroides de
las clases obtenidas no permi-
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En las figuras 2 y 3 se observa que la técnica de segmen-
tacion desarrollada permite obtener la mayor parte de
los bacilos presentes en una imagen y eliminar la mayor
parte de los objetos que no son bacilos. En algunas ima-
genes negativas todos los objetos fueron eliminados y
el proceso de identificacion fue innecesario para decla-
rar una imagen como negativa.

La tabla | presenta los resultados obtenidos. A par-
tir de éstos, se calculan los valores de especifidad y
sensitividad obtenidos, presentados en la tabla 2 inclui-
dos los intervalos de confianza,

Tabla 1. Res i
nenes negativas v G0 positvas

Falsos positivos Falsos negativos

Airbol 1 12 ?
Airbol 2 12 0

A partir de los valores mostrados en la tabla 2, pue-
de verse que el arbol 2 permite obtener mejores resul-
tados ¥ que la técnica desarrollada aparece como una

solucian viable para la identificacion de bacilos en mues-
tras de esputo. Se obtuvieron resultados superiores a
los encontrados por Veropoulus para el caso de la
sensitividad [4].

sificidad v sensitnvidad obtenidos

Especificidad sensitividad
Brbol 1 91,43+2.75 93,33 +6.31%
Arbol 2 9143+275 100%

| _ W
o X LN

Se ha presentado una nueva técnica para el andlisis de
imagenes de fluorescencia del esputo. La técnica com-
prende un nuevo método para la segmentacién y otro
de identificacion,

Los resultados obtenidos de la segmentacién per-
miten verificar la eliminacion de una gran cantidad de
objetos, de manera que sélo aquellos caracterizados por
un color similar al de los bacilos puedan pasar, permi-
tiendo una gran reduccién en el cilculo posterior y eli-
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minando aquellos objetos o bacilos cuya forma es muy
similar a la del Mycobacterium tuberculosis, pero que di-
fieren en su color.

Una de las etapas mas importantes del sistema de-
sarrollado consistio en el andlisis y la edicion de las mues-
tras de bacilos tomadas. En este trabajo se emplearon
| 10 muestras, pero su numero puede ampliarse para
adquirir mayor conocimiento de los baciles con el fin
de mejorar los resultados encontrados. Igualmente se
espera ampliar el nimero de imagenes con el fin de
obtener resultados mas significativos y disminuir el in-
tervalo de confianza. Aungue los descriptores utiliza-
dos para caleular los centroides de las clases presenta-
ron las caracteristicas deseables para la elaboracion de
un sistema de reconocimiento, se encontraron algunos
casos en los que fallaba la clasificacion. Por este motivo
se empled el conocimiento heuristico acerca de los ba-
cilos y se desarrolléd un drbol de clasificacion, Se obtu-
vieron resultados bastante satisfactorios. La siguiente
etapa de la investigacién serd su implantacion para prue-
ba experimental en el Hospital General Universitario
Gregorio Marafdn de Madrid.

Dada la informacién heuristica empleada para cons-
truir el arbol de clasificacién, se han realizado pruebas
utilizando légica difusa para la identificacion. Sin em-
bargo, los resultades obtenidos hasta ahora no han sido
tan satisfactorios como los obtenidos con la técnica pre-
sentada.
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