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RESUMEN

En la actualidad el tratamiento aplicado al agua residual puede reducir en mucho las
concentraciones de organismos patégenos; sin embargo, aun es muy dificil asegurar su
completa eliminacion, por lo que este tipo de agua se convierte en un vehiculo de
transmision de organismos patdgenos, como son los helmintos. Los helmintos son
gusanos parasitos que en su estadio de huevo infectan a comunidades con bajo nivel
de saneamiento, causando enfermedades intestinales, por ello la importancia de
identificarlos y cuantificarlos con la mayor precision posible. Dado que el método
convencional de identificaciébn de estos organismos depende de la capacidad del ser
humano para reconocerlos, es necesaria siempre la intervencion de personal experto
en dicha identificacion, pues al llevarse a cabo de manera visual, representa la principal
fuente de incertidumbre y requiere de un muy buen entrenamiento y practica continua
por parte del analista. Considerando esto se propone una nueva metodologia basada
en el procesamiento y clasificacion de imagenes para la identificacion y cuantificacion
automatica de huevos de helmintos a través de imagenes capturadas en microscopio
optico, con lo cual se busca simplificar la técnica analitica establecida y reducir los
costos y el tiempo del analisis. Esta tesis se centr6 en el desarrollo de un software para
identificar y cuantificar de manera automatica imagenes de huevos de helmintos de
diferentes especies, con la finalidad de que se pueda desarrollar en un futuro un
sistema para laboratorios de control ambiental y de investigacion no sélo a nivel

nacional sino que pueda ser distribuido internacionalmente.

Dada la complejidad del analisis automatico de imagenes biolbgicas, se realizd un
estudio comparativo de los protocolos de reconocimiento disponibles asi como de las
técnicas de procesamiento de imagenes aplicables a este estudio. Para el desarrollo de
la técnica de identificacion automatica se emplearon 360 imagenes de especies
(Ascaris lumbricoides (fértil e infértil), Hymenolepis nana, H. diminuta, Schistosoma
mansoni, Taenia sp., Toxocara canis y Trichuris trichiura), las cuales permitieron
entrenar al sistema y establecer un intervalo de valores para cada propiedad de

clasificacion. La validacion del sistema siempre se llevo a cabo con muestras de agua



residual y se utilizaron comunmente tres calidades diferentes con base al contenido de
solidos suspendidos totales (SST). La clase | se denoming para agua con < 10 mg/L
(SST), donde los huevos estaban casi completamente libres de otros objetos, la clase Il
para el agua con un intervalo de 10 a 150 mg/L de SST donde se tenia una cantidad de
sélidos equivalente a un efluente de la etapa de clarificacion de una planta de
tratamiento y la clase Ill > 150 mg/L SST, donde la calidad es la propia de una agua
residual sin tratamiento; esto permitié validar los resultados segun la cantidad de
sélidos presentes. Para el agua clase | y clase Il, se obtuvieron resultados de
especificidad de la identificacion de 0.99 y 0.98, respectivamente, lo que indica que el
sistema es capaz de distinguir con significativa exactitud entre un huevo de helminto y
objetos diferentes. Para esas mismas calidades de agua, se obtuvo una sensibilidad de
0.83 y 0.80, respectivamente, lo que indica que la capacidad del sistema para identificar
una especie entre las demas supera el 80%. Para el caso del agua clase I, la eficacia
de identificacién fue considerablemente menor (15%) que para las muestras de clase |
o Il. Asi que en las condiciones actuales del sistema y para el caso de muestras de
aguas residuales con alto contenido de sdlidos, se debe llevar a cabo, una dilucién

previa de las muestras antes de su identificacién y cuantificacion a través del software.

Las ventajas del sistema desarrollado frente a la técnica tradicional son: a) No se
requieren habilidades especificas del personal para el reconocimiento de las especies.
b) Muestras con diversa cantidad de sélidos suspendidos totales pueden ser
identificadas en aproximadamente 10 minutos contra tres horas o mas de la técnica
tradicional. c¢) El costo inicial del software es de 30,000 dIs frente a 20,000 dIs de la
técnica tradicional, pero el costo operativo por muestra es menor en el caso del
software, con 2 dIs por muestra contra un minimo de 10 dIs y maximo 35 diIs de la
técnica tradicional. En cuanto a la especificidad y sensibilidad del software desarrollado,
ambas caracteristicas superan el 80%, mientras que la técnica tradicional depende de

las habilidades humanas previamente adquiridas.



ABSTRACT

Nowadays, the treatment applied to residual water can greatly reduce the concentration
of pathogens, but it is still difficult to ensure complete removal, so the water is the
vehicle for transmission of pathogenic organisms such as the helminths. Helminths are
parasitic worms that infect communities with low levels of sanitation, causing intestinal
diseases, hence the importance of identifying and quantifying them as accurately as
possible. Since the conventional method of identifying these organisms depends on the
ability of humans to recognize them, is always needed the assistance of an expert in
such identification, because it requires a very good training and a continual practice on
analysis. Considering this, we propose a new methodology based on image processing
and classification for automatic identification and quantification of helminth eggs through
optical microscope captured images, which aims to simplify the established analytical
technique, reduce costs and analysis time. This thesis focused on the development of
software for identifying and quantifying automatically helminth eggs images of different
species, in order to develop a system for environmental control laboratories and
research, not also at national level, it goes internationally.

Given the complexity of biological automatic image analysis, we performed a
comparative study of protocols for image processing techniques applicable for this
study. The development of automatic identification technique used 360 images of
different species (Ascaris lumbricoides (fertile and infertile), Hymenolepis nana, H.
diminuta, Schistosoma mansoni, Taenia sp., Toxocara canis and Trichuris trichiura ),
which allowed train system and establish a range of values for each property
classification. System validation is always performed with residual water samples, we
commonly used three different qualities based on the total suspended solids (TSS).
Class | was called to water <10 mg / L (STS), here the eggs were almost entirely free of
other objects; Class Il water with a range of 10 to 150 mg / L (TSS) which had a solids
amount equivalent to effluent clarification stage of a treatment plant and finally Class Il
>150 mg / L (TSS), where quality is typical of an untreated wastewater. This allowed us
to validate the results according to the amount of solids present in water. For Class | and
Class I, results were obtained identifying specificity 0.99 and 0.98, respectively,
indicating that the system is able to distinguish between significant accuracy helminth
egg and different objects. For the same quality of water, yielded a sensitivity of 0.83 and
0.80, respectively, indicating that the system's ability to identify a species among other
exceeds 80%. The Class Il identification efficiency was considerably lower (15%) than
samples | or Il. So in the current conditions of the system, must be carried out a prior
dilution of the samples before identification and quantification through software.The
advantages of the developed system versus the traditional technique are: a) No specific
skills required for the recognition of the species. b) Samples with different amount of
total suspended solids can be identified in approximately 10 minutes against three hours
or more of the traditional technique. c¢) The initial cost of the software is 30,000
compared to 20,000 dis of the traditional technique, but the operating cost per sample is
less in the case of software with 2 dlls per sample versus 10 - 35 dlIs for traditional
technique. Regarding the specificity and sensitivity of the developed software, both
features exceed 80%, while the traditional technique depends on previously acquired
human skills



INTRODUCCION

El redso de agua residual contribuye al uso eficiente del agua, particularmente en los
paises aridos y semi-aridos (Blumenthal et al., 2001). De acuerdo con la WHO (2006),
el redso del agua residual para riego incrementa el rendimiento de los cultivo por el
aporte de nutrientes, suministro de agua todo el afio que, ademas, evita el vertido de
contaminantes a rios, presas y lagos y libera el agua de primer uso para otros fines,
como el de consumo humano (Jiménez, 2007 y Page et al., 2010). Sin embargo, su uso
también puede representar un riesgo para la salud publica (Assavasilavasukul, 2008 y
Page et al., 2010), principalmente por el alto contenido y variedad de organismos
patdgenos capaces de sobrevivir tiempo suficiente para ser transmitidos a los cultivos, y
con ello a los humanos (Ayres et al., 1992).

Entre estos patdgenos destacan los helmintos, gusanos parasitos ampliamente
distribuidos en la naturaleza con un concepto evolutivo muy discutible y amplia variedad
de especies morfoldgica y fisiolégicamente distintas (Botero, 2003). El elevado riesgo
de infeccion se debe a su gran persistencia en el ambiente, de meses hasta varios
afos, asi como a su baja dosis infectiva (WHO, 2006). Se estima que mas de 3,500
millones de personas en el mundo se encuentran infectadas por helmintiosis (WHO,
2012).

Por ello, desde 1989 la WHO recomendé limitar el contenido de los huevos de
helmintos (etapa infectiva del ciclo de vida) en el agua residual que se emplea para
riego a <1 huevo por litro (HH/L). Posteriormente, en 1993 la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (US EPA, por sus siglas en inglés) establecio un limite de
0.25 huevo/g (HH/g) para el caso de los biosolidos en el 2006, la WHO ratifico la
importancia de regular los huevos de helmintos en el agua y lodos para redso en la
agricultura, asi como en la acuacultura. Para el caso de México, desde 1983 el uso de
aguas residuales para riego esta permitido en condiciones controladas y a partir de
1999 se establecio el limite maximo permisible de <1 HH/L para riego restringido y de
<5 para riego no restringido (NOM-001-SEMARNAT-1996). Estos son algunos criterios
dificiles de cumplir, tanto a nivel internacional como nacional, por la falta de una técnica
analitica adecuada, en particular en términos de la capacidad requerida por los

analistas para la identificacion y cuantificacion de los diferentes géneros y especies de
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huevos de helmintos, asi como del tiempo y costo que ello representa, por lo que la

evaluacion y el valor reportado queda en duda.

Una posible solucién a esta problematica es la aplicacion de sistemas automaticos o
programas de computo que se han empleado para la identificacion de los huevos de los
helmintos desde el afio 2001 (Yang et al., 2001). No obstante dichos sistemas se ha
aplicado so6lo a matrices de muestras clinicas o de Atlas adquiridos de universidades,

como el caso de Dogantekin et al., 2008; Acvi et al., 2009; Chuctaya et al., 2010.

Debido a ello, el objetivo del presente trabajo fue disefiar un programa de cémputo
basado en el reconocimiento de imagenes para identificar y cuantificar diferentes
especies de huevos de importancia médica y de mayor frecuencia en muestras de agua
residual de diferentes calidades, de forma confiable, a un costo y tiempo menores, en
comparacion con la técnica analitica norma (NMX-AA-113-SCFI-2012). Todo el
software de procesamiento y analisis de imagenes digitales fue desarrollado en

colaboracion con el Laboratorio de Imagenologia Biomédica del CCADET, UNAM.



ANTECEDENTES
1.1. Clasificaciéon de Helmintos

Los helmintos pertenecen a un grupo artificial de organismos, es decir, la
denominacion «helminto» es un concepto sin valor taxondmico que significa gusanos
parasitos. Estos se clasifican en tres Filum: a) Platelmintos, siendo los gusanos planos,
presentando cuatro clases dentro de este filum, pudiendo ser individuos marinos,
dulceacuicolas o completamente parasitos (Clase Turbellaria- de vida libre; Trematoda,
Monogenea y Cestoda- parasitas); b) Acantocéfalos, constituyen un filum pequerio,
pero sumamente interesante, ya que establecieron una relacion parasita en la cual
ocasionalmente producen dafios importantes al hospedero y ¢) Nematodos, siendo un
grupo muy numeroso, hay nematodos parasitos, de invertebrados, vertebrados, de
plantas y algunos son de vida libre (dulceacuicolas, marinos y terrestres). Entre los
parasitos de vertebrados existen nematodos de importancia sanitaria y veterinaria
(Calderon, 2004).

1.1.1. Clase Cestoda

La clase Cestoda agrupa cerca de 4,000 especies, siendo todas endoparasitas ya que
habitan en los érganos de los seres vivos, colonizdndolos cuando el huevo se ingiere
por medio de agua, comida contaminada, copépodos parasitados o cisticercos en la
carne de puerco. El cuerpo de estos organismos esta formado por tres secciones:
escolex, cuello y estrobilo. Este ultimo se compone de proglétidos que a medida en que

se alejan del cuello, maduran y desarrollan los huevos (Fig.1).



Escolex [T Estrobilo

(A) Escélex y segmento anterior H. nana. Imagen
modificada de Dr. Jorge Tay Z., Fac. Medicina,
UNAM

(B) Proglétidos gravidos H. nana. Imagen:
Dr. Jorge Tay Z., Facultad de Medicina, UNAM

Fig. 1 (A) Partes del cuerpo de un cestodo. (B) Proglotido gravido con huevos

Los huevos contienen una larva llamada hexacanto, que se encuentra rodeada por la
membrana, que al ser disuelta por los jugos gastricos del estbmago permite a los
embriones activos eclosionar y circular por el organismo, hasta establecerse finalmente
en él. Los quistes o cisticercos, es decir la forma juvenil del cestodo, se establecen en

el cerebro, ojos, sistema nervioso, musculo esquelético y en el tejido subcutaneo de dos



a cuatro meses después de la infeccion (Flisser y Tamayo, 2006). En la Fig. 2 se

presenta el ciclo de vida de los céstodos.

3 Adultos en
m' intestino delgado
i /

Taenia saginata Taenia solium )
O ©
- El escolex se adhiere 0

al intestino delgado

/ HOMBRE Proglétido gravido

Ingerido Taenia saginata Taenia sofium| HUE€VO
E Cisticerco en musculo
\ en heces
GANADO
Circulacion Agua o comida

contaminada

Huevos embrionados y
Embrién proglétidos ingeridos

hexacanto
penetra en el intestino

Fig. 2 Ciclo de vida de los cestodos. Modificado de CDC
(Fuente: Jiménez et al., 2010).

1.1.2. ClaseTrematoda

Los trematodos constituyen un grupo heterogéneo de gusanos planos (platelmintos),
que agrupa al mayor numero de helmintos, después de los nematodos. Son parasitos
de todas las clases de vertebrados, ya sea en su fase juvenil o adulta. Un nimero
limitado de trematodos tienen importancia médica, pero varias especies causan severas
pérdidas econdmicas debido a las parasitosis que producen en ganado y animales
domeésticos (Fried y Abruzzi, 2010). Son todos parasitos obligados de vertebrados con
ciclos biolégicos complejos con huéspedes e intermediarios. Tienen un aspecto foliaceo

aplanado, es decir tipo hoja y el rango de su tamafio va de varias micras hasta



centimetros. Poseen 6rganos de fijacion, como ganchos y ventosas, asi como glandulas
en la epidermis (Fig. 3).

Testiculos

Hembra alojada en el canal
ginecdforo del macho

Fig. 3 Cuerpo de un trematodo (Schistosoma sp.)
(Modificado de Ron Koss, 2007)

Los trematodos de importancia médica mundial se ubican en la subclase Digenea,
entre ellos los géneros Fasciola, Clonorchis y Epistorchis (higado), Fasciolopsis,
Heterophyes, Metagonimus y Echinostoma (intestino delgado), Paragonimus
(pulmones), Schistosoma mansoni (hematico) (Keiser y Utzinger, 2009). Presentan
ciclos de vida complejos que incluyen habitualmente uno o dos hospederos
intermediarios y el hospedero definitivo, estos varian dependiendo de la especie. Los
huevos eliminados mediante las heces eclosionan en el medio acuatico y dan lugar a
miracidios, larvas ciliadas acuaticas que penetran en el primer hospedero intermediario,

generalmente un molusco (caracol). Posteriormente, dan lugar a las ‘cercarfas, las

Cercarias: Forma larval del parasito liberado del primer hospedero intermediario que es el caracol.



cuales son la etapa infectiva del helminto. Las cercarias del género Schistosoma
penetran por la piel del hospedero para infectarlo, mientras que hay algunas que
pueden adoptar una forma quistica conocida como metacercaria (en el caso de Fasciola
sp.) y ser ingeridas por el hospedero definitivo mediante la ingesta de vegetacion
acuatica u objetos inanimados (Smicht & Roberts, 2000). La ingestion por el hospedero
definitivo cierra el ciclo del parasito, alcanzando la madurez (Fig. 4) (Lefebvre y Poulin,
2005).

Liberacion de las cercarias
que nadan libres en el agua

Sucesivas generaciones de o
esporoquistes en los caracoles

Las cercarias pierden la cola

. / E\ durante la penetracién y se
)\ @ transforman en esquistosémulas
(%g
’@ \

@ Sistema circulatorio
e Las miracidias penetran

en los tejidos de los caracoles

Penetracion a trayés
de la piel del ser humano

Alcanzan el sistema port
higado y se convierten en

3 -
7, Huevos en la orina
e y. menos, en las heces
f\
Miracidias: larvas Jp
ciliadas de vida libre

Las parejas de adultos migran
al plexo venoso de la vejiga,
donde depositan los huevos

Fig. 4 Ciclo de vida de Schistosoma sp. (Fuente www.dpd.cdc.gov/dpdx).

|1.1.3. Clase Nematoda

Los nematodos son gusanos parasitos cilindricos, fusiformes o filiformes. Existen

alrededor de un millén de especies (Mendoza y Alatorre, 2011); siendo los nematodos
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intestinales los mas frecuentes. Se transmiten por via digestiva y dan lugar a
parasitismos intestinales por medio del gusano adulto, que en la mayoria de los casos
no produce manifestaciones clinicas (Pumarola, 1987). Los ciclos biolégicos de los
nematodos son muy variados dependiendo de su especie (Fig. 5 Ay B). La fase
parasitaria se lleva a cabo en el interior del hospedero definitivo, mientras que la fase
pre-parasitaria ocurre como fase libre en el ambiente. El ciclo de vida de A.
lumbricoides empieza cuando los huevos no fecundados son eliminados mediante las
heces, pasando al suelo para terminar su desarrollo y originar una larva infectante;
cuando el hospedero (humano o animal) ingiere los huevos por falta de higiene o
alimentos contaminados, las larvas emergen y migran a diversas partes del cuerpo (Ash
y Orihel, 2010). Para el caso de Toxocara sp., son parasitos especificos de perrosy
gatos, encontrandose en todo el mundo. Los huevos son muy resistentes en el medio
ambiente y pueden permanecer infectivos durante meses. Las hembras depositan
huevos en el intestino delgado, que salen con las heces, La fase infectante es la larva
gue se desarrolla en el huevo por semanas; posteriormente la liberacion de la misma se
produce hasta ser ingerido por un hospedador, en cuyos tejidos se encapsula y
permanece infectante, Este parasito al momento de trasmitirse al humano por falta de
higiene o0 agua contaminada, puede provocarle sintomas y lesiones tanto viscerales

como oculares, suele ser mas frecuentes en nifios que en adultos (Cuamba, 2008).
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B) Ciclo de vida Toxocara Cati y T. canis (Modificado de CDC)

Fig.5 Ciclo de vida de los nematodos a) Ascaris lumbricoides; b) Toxocara Cati y T. canis
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1.2. Los huevos de los helmintos

Los huevos son estructuras extremadamente resistentes a diversos factores
ambientales como temperatura, pH, sequedad, cierto tipo de contaminantes
(detergentes, insecticidas, metales téxicos y sustancias nocivas (Jiménez et al., 2010).
Esto es basicamente por las capas de diferente composicion quimica, que conforman a
los huevos de los helmintos, siendo tres: una interna de lipidos, otra intermedia de
quitina y una externa de proteinas; que le confieren funciones de extrema
impermeabilidad para asegurar una baja tasa de pérdida de agua, cuando los huevos

son expuestos a desecacidn; al ataque de agentes quimicos y/o al estrés mecanico
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(Wharton, 1983; Jiménez y Maya, 2007). Los huevos de helmintos presentan
resistencia al ambiente debido a su metabolismo con altas cantidades de triglicéridos e
hidratos de carbono (Dmitryjuk et al., 2006). Las capas internas de los huevos, sus
formas y tamarfos, se pueden diferenciar dependiendo del grupo al que pertenezca el
helminto; llegando a medir entre 20 a 90 ym y presentando una densidad de 1.06 a
1.24 g/cm® (Jiménez et al., 2001).

La alta ovoposicion, es decir la cantidad de deposicion de huevos generados por
una hembra adulta, varia en funcion al género del helminto. En la Tabla 1 se
muestran las formas de los huevos y la capacidad de ovoposicion de diferentes

especies de helmintos.

Tabla 1. Cantidad y caracteristicas de huevos generados por algunas especies de
helmintos (Ellis et al., 1993).

Nematodos Forma Capacidad de ovoposicion
Ascaris lumbricoides Eliptico 200 000 a 240 000
Trichuris trichiura Ovoide 3000 a 10 000
Toxocara canis Esférico 200 000
Hymenolepis sp. Esférico 100 000
Taenia sp. Esférico 700 000

1.3. Enfermedades ocasionadas por laingesta de huevos de helmintos

Los helmintos provocan enfermedades denominadas helmintiosis y su denominacion,
asi como sintomatologia dependera del género que la ocasione (Tabla 2). La infeccién
se inicia cuando un huevo (o en ocasiones la larva) es ingerido al consumir agua y/o
alimentos contaminados. El sector de la poblacion mas afectado nifios menores de
cinco afios, que al ser infectados sufren deterioro fisico, nutricional y cognitivo (OMS,
2012).
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Tabla 2. Principales enfermedades transmitidas por helmintos (modificada de
Hern&dez, 2009).

Helminto Enfermedad Sintomas
producida
Ascaris lumbricoides Ascariosis Disturbios abdominales y nutricionales,

dolor abdominal, voOmito, inquietud,

sintomas neuroldgicos.

Toxocara cati Larva migrans Fiebre, disconformidad abdominal, dolores
visceral y musculares, sintomas neuroldgicos
cutanea

Trichuris trichiura Trichuriosis Dolor abdominal, erosién de la mucosa

intestinal y pérdida de peso.

Schistosoma mansoni | Esquistosimiosis Diarrea sanguinolenta y obstruccién
intestinal

Hymenolepis nana Hymenolepiosis Enteritis, diarrea dolor abdominal y vomito

Taenia spp Teniosis Nerviosismo, insomnio, anorexia, disturbios

digestivos, dolor abdominal y diarrea.

Tan solo en el continente americano, cerca del 30% de la poblacién esta parasitada por
lombrices, tricocéfalos y/o uncinarias (Flisser y Pérez, 2006). Estas infecciones son
frecuentes en comunidades rurales de paises en vias desarrollo. El Sistema Nacional
de Vigilancia Epidemiolégica (SNVE, 2005), registra 173 414 y 393 casos de ascariosis
y taeneosis, respectivamente; para otras helmintiosis tales como himenolepiosis,

toxocariosis 'y trichuriosis se reportan 400,759 casos (Hernandez, 2009).
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. Paises donde la las helmintiasis son problema de salud
D Paises donde las helmintiasis son transmitidas

Fig 6. Paises con helmintiosis (Fuente: Unidos para Combatir Enfermedades Tropicales

unitingtocombatntds.org)

1.4. Meétodos paraidentificar y cuantificar huevos de helmintos en muestras
ambientales.
En la actualidad existen métodos sencillos como la tinciébn con colorantes sobre la
muestra y avanzados como la separacion por pesos para la determinacién y
cuantificacion de huevos de helmintos. Los sencillos, aunque mas econdmicos,
presentan limitantes en cuanto al volumen de muestra por procesar, mientras que por
su parte los avanzados, si bien, permiten utilizar un mayor volumen de muestra,
requieren equipo especializado, siendo el costo su principal desventaja. Sin embargo, y
sin importar el tipo de método que se utilice, todos comprenden tres principios
fundamentales: separacion, extraccion e identificacion de los huevos, por conteo al
microscopio. Esta Ultima etapa es de relevancia primordial, ya que requiere de un
mayor tiempo de analisis (hasta dias) y la confiabilidad de los resultados esta sujeta a

un personal entrenado y capaz de diferenciar las pequefas variaciones morfolégicas
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gue existen entre los diversos géneros y la materia organica o detritus adn presente en
el sedimento al momento de su observacion al microscopio y etapa final de la técnica
norma (NXM-AA-SEMARNAT-1999).

1.4.1. Estudios previos. Sistemas digitales para el procesamiento de
imagenes.

Los sistemas de clasificacion son modelos que, al suministrarles datos, realizan un
adecuamiento para clasificar y establecer valores a las imagenes de los organismos y
asi poder definir un conjunto de pardmetros caracteristicos, para distinguirlos y
diferenciarlos unos de otros a través de sus estructuras. Debido a ello, estos sistemas
constituyen una alternativa para el conteo de huevos de helmintos en matrices
ambientales, como el agua residual. La ventaja de que estos métodos estén
automatizados los hace objetivos y confiables. Actualmente existen algunas propuestas
para la deteccion de huevos de helmintos en forma automatizada pero éstas se enfocan
a muestras clinicas o de Atlas de referencia médico, es decir a muestras en donde hay
una baja probabilidad de error (Daugschies et al., 1999; Joachim et al., 1999; Sommer,
1996; Sommer, 1998a; Sommer, 1998b). A continuacién se describen algunas de las
metodologias mas recientes utilizadas para clasificar imagenes de seres Vvivos

revisadas en la literatura.

a) Ciesielski y Spicer (1994) caracterizaron el crecimiento bacteriano a través de
fotografias, donde los organismos eran posicionados en diferentes direcciones,

para asi recolectar informacion de sus estructuras.

b) Alvarez et al. (2001) y Danckaert et al. (2002) propusieron técnicas para
identificar imagenes de microorganismos. Los primeros trabajaron con
diatomeas?, basandose en el escalamiento de grises, es decir darle diversas
tonalidades a la imagen y en la divisién la misma en segmentos. Los segundos

automatizaron un proceso para identificar células neuroenddcrinas y epiteliales.

Diatomeas: Son organismos unicelulares muy abundantes en casi todos los habitats acuéticos
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c) El sistema se basa en un banco de imagenes usado para identificar ciertos

organelos a través de una red entrenada.

d) Friedman (1997) disefio los clasificadores Bayesianos o de imagenes, elementos
que proporcionan informacion etiquetada a la salida, a partir de un conjunto de
caracteristicas tomadas como entradas y estas se manejan como formulaciones
de sucesos en términos de variables aleatorias (Fig. 7). En el clasificador
Bayesiano cada nodo representa una variable y cada arco una dependencia. Los
clasificadores Bayesianos, se han usado de igual manera para la identificacion

de seres microscopicos.

Fig. 7 Estructura de un Clasificador Bayes, en la cual se observa la entrada de datos(c) y

su interaccion entre las variables propuestas (x1, x2, x3 y x4).

e) Arambula et al. (2005) llevaron a cabo la aplicacion de los clasificadores
Bayesianos para la identificacién de células y microorganismos, para lo cual
desarrollaron un conteo automatico de células utilizando bancos de imagenes
para entrenar al sistema. En la Fig. 8 se muestran las imagenes en tonos grises
sometidas a un clasificador Bayesiano para diferenciar los pixeles positivos de

los negativos.
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(a) (b) ©

Fig.8 Imagen de células procesadas con escalamiento en grises (a); Imagen con
segmentacién de pixeles positivos y negativos por el método de Bayes, (b). Imagen con
procesos de filtrado LoG, (c) umbralizacion, método de vertientes y filtrado del campo de
distancia (Arambula et al., 2005).

e) Castafion et al. (2006) describieron un método automatizado para identificar quistes
de una especie de protozoario (Coccidia sp.) usando imagenes digitales con el
clasificador. En este caso tomaron en cuenta el tamafio, la curvatura, la geometria, la
textura, la estructura interna y las variaciones morfolégicas del microorganismo. Dado
que dicho proceso es uno de los mas completos permite extenderlo hacia otras

especies de protozoarios y hacia huevos de helmintos (Fig. 9).

Fig. 9 Etapas del procesamiento del quiste de protozoario. a) Escala de grises; b)
Binarizacion; c) Deteccion del contorno (Castafion et al., 2006).

f) Ates y Gerek (2009), para realizar el conteo de colonias bacterianas, en donde
las células de los organismos se encuentran mas cercanas, llegando en

ocasiones al sobrelapamiento, implementaron un sistema en cajas Petri a partir
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g) de las cuales obtenia la imagen en escala de grises eliminando la dispersion

visual, logrando establecer el umbral de deteccion para las estructuras. En la
Figura 10 se muestran las colonias bacterianas en las cajas Petri con su

proceso de transformacion.

E /E /E
(@) (b) ©

Fig. 10. Proceso de transformacién de la imagen por escala de grises (a); la eliminacion
de la dispersion (b); y ya establecido el umbral de deteccidn (c). Después de esto sigue
el conteo de las colonias de bacterianas.

Algunos otros estudios de identificacion celular son:

h) Young et al.

(1995), propusieron un sistema para determinar en forma

automatica la biomasa algal.

Ranefall et al. (1998), cuantificaron automaticamente nucleos celulares a partir
del color (Fig. 11y 12).
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Fig. 11. (a) Imagen de células por inmunohistoquimica (b) umbral de deteccién
(Ranefall et al., 1998).

20



“, ."\

‘1 FOR i:=0 TO 25%
area[i] :=0;

& .*;" o perimeter[i] :=0;

Y ‘ Val - END FOR

FOR y:=0 TO YMAX
FOR x:=0 TO XMAX
this:=f(x,y);
right:=f(x+1,y);
down:=£(x,y+1);

area[this] :=area[this]+1;
IF this<right THEN
perimeter [this] :=perimeter (this]+1;
perimeter [right] :sperimeter [right]-1;
ELSE
IF this>right THEN
perimeter (this] :=perimeter[this] -1;
perimeter [right] :=perimeter [right]+1;
END IF

(b)
Fig. 12. (a) Imagen de células cuando son positivas (negras) o negativas (grises) a
tener nacleo. (b) inicio del pseudo-cédigo computacional para detectar umbrales
en las imagenes (Ranefall et al., 1998).

j) Kreitz et al. (1995), mencionan que la automatizacion del andlisis de imagenes
es util cuando hay poca cantidad de particulas, por lo que no resulta confiable
para muestras de agua residual, y se debe realizar un tratamiento eficaz para

eliminar los contenidos del fondo que pudiesen generar ruido en la imagen.

1.4.2. Sistemas digitales para huevos de helmintos
A continuacién se describen métodos especificos para huevos de helmintos:

a) Yang et al. (2001), realizaron el primer estudio en donde se detectan los huevos
de helmintos en muestras clinicas (Fig. 13). Este método emplea un algoritmo
computacional con las imagenes digitales procesadas a través de redes y
clasificadores, seleccionando ciertas caracteristicas morfométricas basadas en
forma y tamafio. Los sistemas de clasificacion son sistemas compuestos por un
gran numero de elementos basicos y son entrenados para reaccionar de una

manera deseada ante los estimulos y variables de datos ingresados al sistema.
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Fig. 13 Identificacion digital de laimagen por Yang et al. (2001). Muestra diferencias de

identificacion entre helmintos y basura del fondo en laimagen.

b) Acvi y Varol (2009), trabajaron con seis especies de helmintos utilizando un
diagnéstico para el sistema de clasificacion basado en caracteristicas
morfométricas de los huevos (longitud, textura y forma), obteniendo 97.70% de
éxito y basandose en los valores de constantes de error y tolerancia. La
metodologia utilizada const6 de cuatro pasos: a) pre-procesamiento, donde se
llevan a cabo las etapas de reduccién del ruido, aumento del contraste y
umbralizacion; b) extraccidon donde se emplea el método de los momentos
invariantes, siendo las medias, varianzas, asimetrias y curtosis de la distribucion,
usando ciertos momentos de la imagen (Flusser, 2000), c) clasificacion y d)
prueba (Fig. 14).
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Entrada de imagen

Etapa de pre-procesamiento
(Reduccion del ruido
mejoramiento del contraste

segmentacion)

Etapa de extraccion

(calculo de momentos
invariantes)

Etapa de clasificacion
MCSVM

Etapa de prueba

Fig. 14. Huevo fértil de Ascaris lumbricoides antes y después del pre-procesamiento.
(Acvi, 2009).

c) Dogantekin et al. (2008), clasificaron 16 especies de huevos de helmintos
utilizando momentos invariantes adaptados a un sistema de inferencia (Figs.15-
17). Los momentos invariantes se han convertido en una herramienta béasica

para el reconocimiento de objetos desde hace 30 afos (Flusser, 2000).
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Esta técnica se basa en el escalamiento, traslacién y rotacion de las figuras por estudiar
(Xu, 2008). En la practica, se aplica un pre-procesamiento, los momentos invariantes y
la inferencia del sistema. Las simulaciones se hacen usando MATLAB. La correcta

clasificacion por este método es mayor al 90% en todos los tipos de huevos estudiados.

Fig. 15 Proceso de identificacién de Ascaris por el método de Dogantekin et al.
(2008) a) Ascaris lumbrioides normal b) A. lumbrioides con filtrado.

f

Fig. 16 Proceso de identificacion de Ascaris por el método de Dogantekin et al. (2008)
c) A. lumbrioides contraste d) binarizacion e) llenado de espacios f) después del
proceso de erosién
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Fig. 17 Proceso de identificacién por Dogantekin et al. (2008) a) Huevo de
helminto normal b) huevo de helminto con filtrado c) en contraste d)
binarizacién e) llenado de espacios f) después del proceso de erosion. Otros
helmintos después del tratamiento (Ver Anexo 1).
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2. JUSTIFICACION

Debido a que el uso de agua residual en paises en desarrollo estd encausada para
fines agricolas y a que las técnicas de identificacion y cuantificacion de los huevos de
helmintos son complejas (en costo y tiempo de andlisis), el presente trabajo de tesis
propuso el desarrollo de un algoritmo basado en el reconocimiento automatico de

imagenes para eliminar dicha problemética.

Debido a que la mayor parte de los estudios se llevaron a cabo con muestras clinicas y
no con muestras ambientales, el presente estudio representa un mayor reto para el

disefio del sistema ya que hay muchas fuentes de error.

Si bien, la aplicacién de este tipo de sistemas y los clasificadores han permitido la
identificacion de algunas especies de huevos de helmintos de importancia clinica, el
presente trabajo tuvo como objetivo principal el establecer un sistema que permitiera
identificar y cuantificar las especies de importancia clinica, con cierta prevalencia en el

ambiente y distribucién mundial.

3. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar las bases para la generaciéon de un programa de coOmputo que permita el
reconocimiento y cuantificacibon de huevos de helmintos en muestras de agua
residuales.

3.1 Objetivos particulares

e Comparar diferentes metodologias para el procesamiento de imagenes,
adaptables a la identificacibn de huevos de helmintos y seleccionar una
apropiada a los fines del presente estudio.

d) Elaborar un archivo fotografico base para seleccionar las especies y sus
caracteristicas adecuadas para poder diferenciarlos de otras especies y

clasificarlos. .
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e Llevar a cabo el manejo de la técnica norma para agua (NMX-AA-113-SCFI-
2012) para obtener los huevos de helmintos deseados y ademas comparar esta
técnica frente al software desarrollado.

e Caracterizar siete especies de huevos de helmintos: 1)Ascaris lumbricoides (fértil
e infértil), 2)Hymenolepis nana, 3)H. diminuta, 4)Schistosoma mansoni, 5)Taenia
sp., 6)Toxocara canis y 7)Trichuris trichiura) por sus formas y tamarfios, para el
desarrollo de un programa de computo para la identificacion y cuantificacién
automatica de los mismos.

e Validar el programa de computo versus la técnica NMX-AA-113-SCFI-2012, con

tres diferentes calidades de agua residual.

ALCANCES

Desarrollo de una a base de datos para el andlisis de matrices de agua residual para
las siguientes especies de huevos de helmintos: Ascaris lumbricoides (fértil e infértil),
Hymenolepis nana, H. diminuta, Schistosoma mansoni, Taenia sp., Toxocara canis y
Trichuris trichiura. Estas especies fueron elegidas debido a la variedad de formas,

tamarfios e importancia ambiental que representan.

Proporcionar datos graficos de estas especies que permitan identificar las

caracteristicas de interés.

HIPOTESIS

Los sistemas de reconocimiento de imagenes son capaces de identificar y cuantificar
diferentes especies de huevos de helmintos, de manera automéatica en matrices de
agua residual de diferentes calidades, con al menos la misma eficiencia que el método

de la técnica norma tradicional.
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4. METODOLOGIA

La metodologia empleada en el presente trabajo consté de cinco etapas, mismas que

se detallan a continuacion:

4.1 Comparacion bibliografica de los métodos de procesamiento de
imagenes.

Se llevd a cabo la revision bibliografica a nivel internacional de diversos sistemas
utilizados para identificar y/o cuantificar especimenes biolégicos, asi como diversos
tipos de células. Para su comparacién se tomaron en cuenta, tanto ventajas como
desventajas al respecto del tipo de imagenes que clasifican, tipo de procesamiento,
capacidad de personal para realizar la identificacion, tipo de programa, etc. Con esta
informacion se procedi6 a elegir el sistema que presentara las condiciones que
permitieran mejor procesar las imagenes digitales de diferentes especies de huevos de

helmintos.

4.2. Generacion de archivo fotografico y seleccién de especies

Se elaboré un archivo fotografico de huevos de helmintos de las especies
seleccionadas, el cual incluyé una amplia variedad de caracteristicas de los huevos,
tales como forma, tamafo, largo, ancho, diametro, borde, color, etc., asi como
imagenes con alta y baja carga de detritus para simular diferentes condiciones de
lectura al microscopio de muestras ambientales. Para el acopio y seleccién de
fotografias se utilizé el acervo del Grupo de Tratamiento y RelUso (GTR, IINGEN,
UNAM), fuentes bibliograficas (como catdlogos y atlas internacionales), centros de
investigacion parasitologicos, tanto dentro como fuera de la UNAM, asi como la toma de
nuevas fotos, en el laboratorio de parasitologia del Instituto de Ingenieria, de aquellas
especies de huevos faltantes para completar el archivo. Para la toma de fotografias se
emplearon una camara Camara Nikon, modelo Coolpix 990 para microfotografia y una
Camara UI-148LE-C, adaptadas a un microscopio o6ptico Axio Lab Al, Carl Zeis,

utilizando ajustes fijos de iluminacion.
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El archivo fotografico se conform6 con el apoyo de diversos centros de estudios
parasitolégicos (Centro Médico Nacional Siglo XXI, Unidad de Medicina Experimental
(UME), laboratorio de Inmunoparasitologia; en el Instituto de Biologia, UNAM
(IBUNAM), asi como con ayuda del Dr. FrantiSek Moravec (Instituto de Parasitologia de
la Academia de Ciencias de la Republica Checa). El archivo sirvi6 como base para la
seleccion de las diferentes especies de huevos de helmintos a utilizar para entrenar el
sistema (se tomdé en cuenta importancia médica, prevalencia en el ambiente y
distribucion mundial) e iniciar asi la aplicacion de la técnica de procesamiento de
imagenes digitales. Las especies seleccionadas fueron Ascaris lumbricoides (fértil e
infértil), Hymenolepis nana, H. diminuta, Schistosoma mansoni, Taenia sp., Toxocara
canis y Trichuris trichiura, por su im4portancia médica en paises en desarrollo como

México.

4.2.1 Manejo de la técnica tradicional para conteo de huevos de helmintos y
generacion de imagenes.

Para el manejo de la técnica norma NMX-AA-113-SCFI-2012 (Anexo 2), desarrollada en
el laboratorio de parasitologia del Instituto de Ingenieria, UNAM, se utilizaron muestras
de agua residual de la plantas de tratamiento de aguas residuales de San Pedro
Actopan, ubicada en la delegacién Milpa Alta, D.F., y de la de la planta de tratamiento
Cerro de la Estrella, ubicada en la delegacién Iztapalapa, D.F. El agua residual de
ambas plantas es tipo municipal/doméstico y contienen diversa cantidad y variedad de
especies de huevos de helmintos (Barrios, 2003; Jiménez et al., 2010) y considerando

influentes y efluentes representan diversas calidades.

El método empleado para la recuperacion de los huevos de helmintos incluy6 la técnica
de concentracion donde las particulas de interés permanecen en la superficie de una
solucion saturada (por ejemplo, ZnSQO,), cuya densidad utilizada, mayor que la de los

huevos (1.3 gramos), permite la flotacion de los tres grupos de helmintos considerados
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en el presente estudio. Y por otro lado, la misma técnica emplea la combinacion de dos
reactivos no miscibles entre si, donde las particulas se orientan en funciéon de su
balance hidrofilico-lipofilico. La identificacién y cuantificacion de los huevos se realizo a

través de un barrido total en
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una camara de conteo DonCaster o de una celda de conteo Sedgwich-Rafter, utilizando
un microscopio optico (Axio Lab Al, Carl Zeiss (Fig. 18). Los resultados se expresan en
namero de huevos por litro (HH/L). También, se cont6 con concentrados de diversas
especies adquiridas del laboratorio COPROTEC (Fig. 19) y utilizados para
complementar el archivo fotografico, asi como un concentrado de huevos de la especie
de Schistosoma mansoni, donados por el laboratorio de la Dra. Clélia Christina Mello-
Silva del Instituto Oswaldo Cruz en Brasil y poder contar con una especie caracteristica
de otras regiones a nivel mundial (Asia, Africa, América del Sur) e incluirlo para la

evaluacion de sistema generado.

Fig.18 Celda de Sedgwich-Rafter para cuantificacion de huevos de helmintos.

Fig. 19 Concentrados 3000h/mL de un total de 4 mL de muestra por especie de
huevo de helmintos.
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4.4. Procesamiento de imagenes

El procesamiento estandarizado de las imagenes fue necesario para poder entrenar el
programa Yy crear el algoritmo. Para ello, se establecieron las caracteristicas
discriminativas, tales como: D= diametro, L= longitud y W= ancho

Las imagenes capturadas se respaldaron en un archivo bajo las siglas establecidas
para cada especie de huevo de helminto y se dividieron en cuatro grupos de acuerdo
con el objetivo utilizado (seco débil 100 aumentos y seco fuerte 400 aumentos) y
resolucién de la camara (Fig. 20). Las del grupo uno fueron pequefias para ser
diferenciadas y procesadas por lo que fueron descartadas. Las correspondientes a los
grupos dos y tres presentaron dimensiones similares entre si, mayores a las del
primero, pero menores a las del grupo cuatro, que ocup6 todo el campo de visién. Las
imagenes seleccionadas correspondieron a las del grupo dos, logrando asi un buen
aumento y amplia vision del campo ya que las del grupo tres se concentraban en el
huevo del helminto y no en la basura de alrededor. Finalmente, se procesaron las
imagenes con el programa MATLAB. Todo el software de procesamiento y analisis de
imagenes digitales fue desarrollado en colaboracion con el Laboratorio de Imagenologia
Biomédica del CCADET, UNAM.

100 aumentos | Flele Rz al=laile ks
sin zoom con zoom

GRUPO 1 GRUPO 2

LT =g eS8 | 400 aumentos
sin zoom con zoom

GRUPO 3 GRUPO 4

Fig. 20 Grupos de caracteristicas para latoma de imagenes
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Para lograr el desarrollo del sistema de identificacion se llevo a cabo el andlisis de
diversas caracteristicas (area, perimetro, eje mayor, menor, excentricidad, etc.), para
diferenciar entre cada una las especies seleccionadas de helmintos. En una primera
fase se seleccionaron caracteristicas como la compacidad, textura, energia, contraste,
etc. de los huevos de helmintos, con las cuales se calcularon las medidas: A partir de

ello, se podran observar errores en el sistema a ser corregidos.

Las imagenes fueron sometidas a un algoritmo de procesamiento (Fig. 21), tomando
diez de las mejores imagenes por especie de huevo de helminto para ello. Se considero
Unicamente este nimero ya que con el algoritmo ocupado, las clases o especies de
helmintos se consideran equiprobables, por lo que se cuenta con la misma posibilidad
de que aparezca una u otra de las especie, esto basado conforme al teorema de Bayes,
en donde el calculo de sus probabilidades subjetivas se basa en la ocurrencia de los
siguientes eventos:

a) Capturar imagen.

b) Conversion a escala de grises

c) Filtrado anisotrépico, el cual mejora la textura de la superficie y los bordes de un

objeto.
d) Ajuste de contraste de la imagen mediante la ecualizacién del histograma.
e) Binarizacién de la imagen por método de Otsu®, el cual se emplea cuando hay

una clara diferencia entre los objetos a extraer respecto del fondo de la escena.

¥ Método de Otsu: se basa en la umbralizacién que es una técnica de segmentacién ampliamente
utilizada en las aplicaciones industriales. Se emplea cuando hay una clara diferencia entre los objetos a
extraer respecto del fondo de la escena
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Al aplicar un umbral (T) a la imagen en escala de grises ( f(x,y) ), quedara binarizada;
etiquetando con ‘1’ los pixeles correspondientes al objeto y con ‘0’ aquellos que son del

fondo. Por ejemplo, si los objetos son claros respecto del fondo, se aplicara

g (x,y)= 1epf(xy)>T
0@ f(xy)<T n(1)

En el caso de que los objetos sean oscuros respecto del fondo, la asignacion seria
a la inversa:

g (x,y)= 1epf(xy)<T
0@ f(xy)=T n(2

Si bien, hay diferentes métodos para hallar un umbral, la mayoria de ellos no
proporcionan buenos resultados cuando se trabaja con imagenes de muestras debido a

la presencia de ruido o una iluminacion inadecuada. Sin embargo, el método de Otsu
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fue uno de los mejores métodos de seleccidon de umbral para imagenes del mundo real
(UNAQ, 2005).

f) Relleno de espacios en los objetos de la imagen mediante operaciones morfolégicas,
en donde se eliminan los objetos pequefios.

h) etiquetado de los objetos por medio de una transformada de vertientes, utilizando el
algoritmo de Watershed, el que segmenta a las imagenes de acuerdo con su morfologia
matematica; por lo que las menores a determinado tamafio, no son consideradas

huevos de helmintos y son eliminadas (Roerdink y Meijster, 2001).
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Captura de Conversiona Filtrado
imagen escala de grises anisotropico

Binarizacion de
laimagen
mediante Otsu.

Rellenado de
Z0nas vacias

Ajustede
contraste

Eliminacion de
objetos
pequefos

Etiquetado de
objetos

Fig. 21 Algoritmo de procesamiento de las imagenes

Una mejora desarrollada y aplicada posteriormente al algoritmo de procesamiento de la
imagen, consisti6 en suavizar las regiones delimitadas por los bordes, pero
conservandolos; este cambio se realiz6 con el uso del filtro (anisotrépico), el cual utiliza
ecuaciones de las derivadas parciales para reducir el ruido. Perona y Malik (2002) han
propuesto este modelo con el fin de mejorar las imagenes con ruido, como es el caso
del agua residual que contiene a los huevos de helmintos y una gran cantidad de

detritus.
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(a) (b) (c)
Fig 22. Comparacién de filtros (a) Imagen original, (b) Filtro de mediana utilizado
previamente, y (c) filtro de difusion anisotropica

La segmentacion de las imagenes de los huevos de helmintos se mejoré6 mediante un
proceso de binarizacion con el 80% del valor propuesto por el método de Otsu. Este
método aplica la umbralizacion, técnica de segmentacion ampliamente empleada
cuando hay una clara diferencia entre los objetos a extraer respecto del fondo de la
escena. Los principios que rigen son la similitud entre los pixeles pertenecientes a un
objeto y sus diferencias respecto al resto. Por tanto, la escena debe caracterizarse por
un fondo uniforme y por objetos parecidos. Al aplicar un umbral T, la imagen en escala
de grises f(x, y), quedara binarizada; etiquetando con ‘1’ los pixeles correspondientes al
objeto y con ‘0’ aquellos que son del fondo. Por ejemplo, si los objetos son claros

respecto del fondo, se aplicara:

g (x,y)= 1@ f(xy)>T
o (xy)<T (3)

Una vez procesadas las imagenes se inicié el desarrollo del sistema de deteccién para
la clasificacion de los huevos de helmintos a través de un clasificador bayesiano.
Inicialmente se probaron cuatro de las especies seleccionadas, las cuales fueron:
Ascaris lumbricoides infértil y fértil, Taenia sp., Toxocara canis y Tichuris trichiura. Para
la eleccion de las caracteristicas basicas de clasificacion, se realizé una distribucion
normal y solo aquellas que poseian frecuencias distintas, es decir que no se

sobreponian, fueron seleccionadas:
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a) Areay diametro

Para estimar el area de la figura circular u ovalada pero irregular de los huevos de
helmintos, se aplicé un modelo a través de una dimension fractal utilizando los pixeles
de las imagenes. Un pixel es un elemento lI6gico de la imagen digital y ademés de
poseer factores de escala, tiene asociada un area unitaria, cuya unidad minima de
perimetro es uno de sus lados, implicando a ello se obtiene un esquema de

conectividad (proximidad espacial entre pixeles de una imagen).

La evaluacion del diametro requirié en primera instancia establecer la conectividad que
guardan los pixeles que componen a la imagen, conocer el numero de lados que tienen
los pixeles del borde del objeto, determinar la distancia entre los centros de tales
pixeles y de rugosidad del perimetro o prueba de reconocimiento.

b) Excentricidad

La excentricidad mide el mayor o menor achatamiento de una elipse. Es la relacion de
la distancia de cualquier punto de la curva desde el foco hasta la distancia de ese punto
desde la directriz (una linea fija). El circulo tiene una excentricidad de cero; una elipse
tiene una excentricidad de menos de uno; una parabola tiene una excentricidad de uno;
y una hipérbola tiene una excentricidad mayor de uno (Fig. 23). Esta caracteristica
puede ayudar para identificar la forma de los huevos de los helmintos debido al

achatamiento que llegan a tener.

Fig. 23 Excentricidad de una elipse
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c) Compacidad

La compacidad o esfericidad es la relacion que guarda la longitud del perimetro (P) con
el area (A). A medida que el objeto se aproxima a un circulo, su valor se acerca a uno y
es menor para objetos elongados (Fig. 24). Se utiliza esta métrica de compacidad para
poder evaluar de forma cuantitativa la forma del objeto, si la semejanza es menor a

cierto valor (p.ej.: 30%) la estructura analizada no es clasificada como huevo de

helminto.
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Fig. 24 Compacidad de una figura.
d) Entropia

Esta magnitud calcula el desorden interno de los huevos de los helmintos. Para ello

se empled la siguiente ecuacion:

E=%;p; log (p;) (5)

Donde p; es la probabilidad de un valor de gris determinado, calculado a partir

del histograma
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e) La rugosidad del perimetro

Es la caracterizacion de un aspecto geométrico, curvatura de la frontera, borde o
cambio angular del objeto. Lo valores obtenidos de esta caracteristica, permitieron
construir un histograma de curvaturas que proporciona una medida de la estructura de
la forma del objeto o rugosidad del perimetro del mismo. Asi por ejemplo, un circulo sin
rugosidad en su perimetro tendria asociado un histograma de curvaturas formado por

una sola barra con una desviacion estandar igual a cero.

f) Eje menory eje mayor

El eje menor es la linea que pasa a través del centro de la figura u objeto y es
perpendicular al eje mayor. Esta caracteristica se emplea para denotar el tamafio de los
huevos de los helmintos, similar a la excentricidad para medir el achatamiento de la

elipse. No obstante, el eje mayor también fue calculado.

£ je Menon

\
—

E je Mayor

Fig. 25 Eje menor de un objeto
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4.5 Validacién del algoritmo

4.5.1. Calidad del agua residual

Consistié en el muestreo y tratamiento de agua residual por la técnica NMX-AA-113-
SCFI-2012). El agua se clasifico en tres tipos o calidades dependiendo de la calidad de
sélidos suspendidos totales. En la Tabla 3 se muestran el intervalo de sodlidos
suspendidos totales (SST), considerando la cantidad de huevos de helmintos por
especie y los tipos de procesos de tratamientos reportados en la literatura que generan
cada calidad de agua. El agua tipo | posee de 0.5 a 0.97 mg/L de SST y es equivalente
a un agua de buena calidad; el tipo Il de > 40 a 150 mg/L de SST, equivalente a una
calidad media a mala; la tipo Il de 240 a 763 mg/L de SST, equivale a un agua residual
cruda o sin tratamiento. Mayores detalles de las equivalencias de las calidades se
presentan en la Tabla 3. A las muestras obtenidas se les adicionaron huevos de las
siete especies en estudio. El contenido promedio por 1.0 mL fue de 90 Ascaris
lumbricoides, 115 Trichuris trichiura, 125 Hymenolepis nana, 155 Hymenolepis
diminuta, 90 Toxocara canis, 100 Taenia sp. y 20 Schistosoma mansoni. Las
observaciones y toma de fotos se realizaron con un microscopio optico (Axio Lab A1,
Carl Zeiss) con una camara Camara Nikon, modelo Coolpix 990 para microfotografia y
una Camara Ul-148LE-C.

Para estandarizar la muestra en un solo plano se decidio utilizar preparaciones
normales con portaobjetos y cubreobjetos y no el Sedgwich-Rafter o camara de
Doncaster. Se realizaron diversas pruebas aplicando aumentos de 100x y 400x con
zoom de la camara, hasta obtener las imagenes éptimas para el procesamiento, se les
elabord una copia, misma que fue ordenada y almacenada de acuerdo al tipo de agua
para posteriormente, ser comparadas con el sistema y llevar a cabo la validacion

correspondiente.
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Tabla 3. Caracterizacion de tres tipos de calidades de agua residual

Tipo de Tipo de proceso que lo generé Intervalo de Intervalo de huevos | Tipo de proceso reportado en la literatura* Intervalo de
muestra dentro del estudio SST en de helmintos SST reportados
muestras determinado en la literatura**
analizadas (HH/L) (mg/L)
(mglL)
Tipo 1 Efluente secundario biol6gico + 0.5a0.97 0.0a<0.2 Tratamiento terciario: coagulacién/floculacion,
filtracion filtracién con arena de baja alta tasa, filtracion <10
Efluente secundario fisicoquimico 1.0a3.0 00a1.0 con medio dual, membranas
+ filtracién
Efluente secundario biol6gico Tratamiento  Secundario: lodos activados
3als 04al.0 sedimentacién secundaria, filtro percolador
sedimentacion secundaria, lagunas aireadas
sedimentacion
Efluente secundario fisicoquimico >15a40 1.2-2.0 Tratamiento Secundario:
coagulamon./flo'cglauon _ >10 a 150
Tipo 2 Procgs_os I_3|0Iog|cos de Baja Tasa: Iagu_nas de
estabilizacion, efluentes de almacenamiento y
embalses, humedales (Wetlands)
Efluente Primario >40 a 150 8.0a15 Procesos de Alta Tasa (Tratamiento Primario):
sedimentacion primaria convencional,
Tratamiento Primario Avanzado (sedimentacion
ayudada quimicamente), UASB (reactor
anaerobio de flujo ascendente)
Tipo 3 Agua residual cruda 240 a 763 13a70 Agua residual cruda municipal
>150 a 1200

Porcentaje de huevos de helmintos en los diferentes tipos de muestras analizadas: A= 70 a 85%, To=7 a 12%, Hd=5a 7%, Tr=4 a 6%, Hn=2
a 4%, Taenia= 0.4 a 1%

Fuente: Metcalf & Eddy, 1991*; WHO, 2006**
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4.5.2. Especificidad y sensibilidad

Estos son parametros utilizados para medir la funcionalidad de los clasificadores. La
sensibilidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un huevo de helminto, es
decir la capacidad del clasificador para detectarlo. La sensibilidad varia de 0 a 1 (0 a
100%) cuanto mas alto sea su valor numérico, mayor capacidad para detectar y
clasificar a los huevos de los helmintos. La sensibilidad se calcula obteniendo los
valores de verdaderos positivos (esto es lo que el algoritmo ha detectado como huevo y
realmente lo es) sobre el mismo valor de verdaderos positivos mas los falsos negativos
(el huevo del helminto esta presente pero no se detecta). Esto se realiz6 para cada tipo

de muestra.

I VP
Sensibilidad = ——
VP 1 FN (6)

En donde VP: verdaderos positivos y FN falsos negativos.

La especificidad es la probabilidad de clasificar correctamente cuando no se trata de
estructuras de huevos de helminto, es decir toda aquella basura, polen, burbujas, etc.
gue se puedan encontrar en el agua residual. La especificidad toma valores de 0 a 1 (O
a 100%), es decir, cuanto mas alto sea su valor numérico, mayor capacidad para
detectar otros artefactos que no sean los huevos de los helmintos. La especificidad y
sensibilidad son complementarias y se calcularon obteniendo los valores de verdaderos
negativos (esto es lo que el algoritmo ha detectado como basura y realmente lo es)
sobre el mismo valor de verdaderos negativos mas los falsos positivos (el huevo de
helminto no esta presente y se clasifica como si estuviese). Esto se realizd para cada

tipo de muestra.

VN

Especificidad = ——
P VN + FP (7)

En donde VN: verdaderos negativos y FP: falsos positivos
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Durante cualquier proceso de diagndstico se encuentran cuatro posibilidades:

Verdaderos positivos (VP): el huevo de helminto esta presente y se clasifica

adecuadamente.

Falsos positivos (FP): el huevo de helminto no esta presente y se clasifica como

si estuviese.

Verdaderos negativos (VN): el huevo de helminto no esta presente y se clasifica

ausente.

Falso negativo (FN): el huevo del helminto esta presente pero no se detecta.

Esto ocurre con frecuencia.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Comparacién bibliografica de los métodos de procesamiento de

imagenes

Durante la busqueda bibliografica realizada, se constaté que en el ambito internacional
existen intentos similares para detectar y cuantificar huevos de helmintos. Sin
embargo, su aplicacion se orienta a muestras clinicas y no ambientales, como es este
caso. Por ejemplo, Yang et al. (2001) obtuvo 84% de deteccion, en la diferenciacion de
siete diferentes especies de huevos, utilizando exclusivamente muestras de heces; en
el trabajo empled solo tres caracteristicas de clasificacion, que resultan inadecuadas
para muestras mas complejas ya que no logra una umbralizacién Optima cuando los
huevos a identificar se encuentran rodeados por objetos que no lo son. Otro ejemplo
son los trabajos desarrollados por Acvi y Varol (2009) y Dogantekin et al. (2008) que
logran un porciento de reconocimiento mayor al 90%; la validacion se realiz6 con el
Atlas Parasitoldgico de la Universidad de Kansas, cuyas imagenes con casi siempre
muy limpias y sin dificultades de reconocimiento como ocurre en muestras ambientales.
El algoritmo desarrollado en el presente estudio incluyé filtros y protocolos no
solamente para diferenciar entre las siete especies de huevos de helmintos, sino
también para distinguir estos Ultimos de cualquier tipo de objetos presentes en la
muestra, lo que le da versatilidad para la identificacion de estos parasitos en muestras

ambientales.

El andlisis automético de un espécimen biolégico es complejo, ya que poseen
estructuras que llegan a ser significativas para su clasificacion; ademas las particulas
residuales pueden impedir un correcto procesamiento, impidiendo la Optima
interpretacion de la imagen. En la Tabla 4 se muestra la comparacion de las diferentes
metodologias revisadas en la bibliografia internacional, asi como sus ventajas y
desventajas para generar un sistema automatizado de identificacion y cuantificacion
adaptada a huevos de helmintos. Para la generacion del sistema de procesamiento, se

pueden rescatar varios aspectos a partir de las comparaciones realizadas entre los
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sistemas de procesamiento de imagenes como son, el tipo de procesamiento estando
implicado el mismo tipo de material biologico y el tipo de clasificador utilizado para los
huevos de helmintos. Para que el algoritmo fuera funcional y tuviera ventajas frente a
otros desarrollados, se acoplo en tiempo real, identificando a sietes especies de huevos
de helmintos, ya que en otros sistemas habia que generar plantilas de datos o
solamente reconocian si el microorganismo se encontraba en la muestra y no se
conocia de que tipo era 0 en algunos casos a una sola especie. Ademas en otros
sistemas de los sistemas mencionados, se requeria de la presencia de un técnico para
ajustar y enfocar la muestra y asi poder identificar o mejorarla mediante algun
programa. La ventaja final de este algoritmo es que sea ejecutable y amigable frente al

usuario al no requerir a un helmintélogo.
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Tabla 4. Comparaciéon de diferentes metodologias de procesamiento de imagenes para su aplicacion en huevos de

helminto.
Metodologia Descripcion Ventajas Desventajas Programa Referencia
Sistema El programa Diagnostico en tiempo Metodologia usada en Redneuronal Ciesielski vy
computarizado  de | clasifica las real. medios de cultivo. Spicer (1994)
analisis del | imagenes Identifica organismos de
crecimiento bacterianas diversas especies.
bacteriano. haciendo conteos No necesita personal

y sugiriendo el uso experto.

de antibioticos Sugiere un tratamiento

para el paciente. para el microorganismo

encontrado.

Clasificacién de | A través de un Metodologia usada en Diagnéstico no en Red neuronal Alvarez et al.,
microorganismos programa basado agua tiempo real. de MATLAB 2001.
(diatomeas) en Biological Identifica organismos de
Red neuronal de | Diatom Index una especie.
MATLAB (BDI) para Requiere personal

clasificar experto para rotar a los

automaticamente microorganismos.

a las diatomeas. No contabiliza
Identificacion Identificacién a Diagnostico no en tiempo Metodologia para Red neuronal Yang et al,

- través de las real. muestras clinicas (agua). 2001.

automatica de P o .

caracteristicas Identifica organismos de
huevos de | morfométricas de  diversas especies.

helmintos con redes

neuronales

especimenes
fecales con
imagenes
digitales.

No necesita personal
experto (helmintélogos).
Se incluyen factores como
tamario, forma, textura
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Metodologia Descripcion Ventajas Desventajas Programa Referencia
Reconocimiento Se identifican Diagnéstico  en tiempo Identifican los organelos Red neuronal  Danckaert et
- organelos real. celulares de una especie al., 2002.

automético de .

celulares con No requiere personal
organelos imagenes de experto.
, microscopio Se incluyen factores como
intracelulares . ~

confocal a traves tamarfo, forma, textura.

Conteo automatico
inmunohistoquimico

de células

Caracterizacion

automatica de la

forma de los
protozoarios
paréasitos

Técnica para Ila

clasificacién con
momentos

invariantes a través
de imagenes de

huevos de parasitos.

de sus proteinas.
Desarrollo de un
sistema
automatico  para
detectar color vy
segmentaciéon de
las células.

Se clasifican siete
especies de un
mismo género en
la etapas de quiste
utilizando
curvatura, tamafio,
simetria 'y
estructura.

Clasifica 16
huevos de
parasitos.
Requiere de las
etapas de pre-
procesamiento,
extraccion con
momentos
invariantes.

Se identifican células de

tejido.
Se necesita

experto para validar

prueba todo el tiempo.

personal

la

Se incluyen factores como

tamario, forma, textura.

Identificacion y

diagnostico en linea (para

otro protozoario)

(http://puma.icb.usp.br/coc

cimorph)

Se identificar organismos

de diversas especies.

No necesario personal

experto.
Metodologia para

muestras clinicas (agua).

Se incluyen factores como

tamario, forma, textura

No es en tiempo real.
La actual

ajustar parametros.

Diagndstico no en
tiempo real.

Se identifica una solo
especie.

Se necesita personal
experto para el
aislamiento de los

guistes y modificacion en

Photoshop.

Diagnéstico no en
tiempo real.

version del
sistema produce errores
de conteo y se necesitan

Clasificador Arambula et
Bayes al., 2005.
Clasificador Castarion et
Bayes al., 2006.
Distribucion

Gauss

Sistema de Dogantekin et
inferencia y al., 2008.

procesamiento
de informacién
(ANFIS).

Red neuronal
MATLAB.
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Metodologia Descripcion Ventajas Desventajas Programa Referencia
Procesamiento Procesamiento Diagndstico en  tiempo Metodologia usada en MATLAB Ates y Gerek
- basado en un real medios de cultivo. (2009);

automatico de | . : - .
sistema de conteo Se identifican organismos No es un programa
colonias de bacterias | de colonias de de diversas especies. rapido o ejecutable
bacterias en cajas No se necesita personal
Petri. experto.
Clasificacion de | Basado en Se identifican organismos Diagndstico no Nueva Acvi y Varol,
h L identificacion  de de diversas especies. tiempo real. metodologia a 20009.
uevos de parasitos ) . -
cuatro No necesario personal Metodologia través de la
humanos con | caracteristicas experto. muestras clinicas (agua). magquina
maguina de vector morfonjé_tircas en Se incluyen factores como Las formas similares de  multi.clase
16 parasitos. tamario, forma, textura los huevos causan (MCSVM) y
de soporte multi- Plus: Incluye rotacion y clasificaciones errbneas momentos
clase escalamiento de los (in_cl_uir informacién invqrigntes en
' huevos. adicional para estos parasitos.
casos). Red neuronal
y
MATLAB.
Deteccion de huevos | Identificacion de Realiza por micrografias Pocas especies MATLAB, filtro Chuctaya et
. . cinco especies de identificaciones con altos seleccionadas. Canny, técnica al., 2010
helmintos mediante h - : : :
uevos de valores de sensibilidad. No se realiza en tiempo Direct Least
plantillas dindmicas | helmintos. real. Fitting of
Ellipses and
Dynamic Time
Warping de
function a
distancia.
Deteccion y Clasificacion  de Permite diferenciar entre Una sola especie a MATLAB Musaeus et
clasificacién de Trichuris suis huevos infectivos y no clasificar. al., 2012
huevos infectivos. infectivos
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5.2 Generacion de archivo fotografico y seleccion de especies

El archivo fotografico se utilizé para seleccionar las especies a identificar; incluyo

géneros y especies representativas, tanto de cestodos y trematodos como nematodos

(Tabla 5). Se cuenta con un total de 23 géneros y 40 especies de huevos de helmintos

clasificados.

Tabla 5. Archivo fotografico de los huevos de helmintos en diversas matrices.

Especies de

Helmintos

Variaciéon

morfoldgica

Caracteristicas principales

Ascaris lumbricoides

fertil

Ascaris lumbricoides

infértil

A. lumbricoides huevo

fértil e infértil

85 a 95 um de
largoy 43 a 47
pum de ancho

Los huevos infértiles presentan forma elongada,
membrana externa con o0 sin mamelones,
producidos por hembras no fecundadas. Son
mas grandes que los fértiles, pueden tener
diversas formas y es posible que les falte alguna
capa. El contenido interno  aparece
desorganizado y globular. Llegan a ser
confundidos con otros parasitos.

Imagen de muestra ambiental

Este tipo de huevos se llega a confundir con
otras especies de helmintos, ya que carece de
mamelones. Sin embargo, un detallado estudio
muestra la desorganizaciéon del contenido
interno ademas de globular.

Huevo fértil e infértii mostrando las diferencias
morfolégicas. Uno parece mayor al otro y es
evidente la desorganizacién interna del infértil.
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Especies de Tamafio Caracteristicas principales
Helmintos
Ascaris lumbricoides 40 a 80 um de Forma esférica, color café o café amarillento por

fertil

Ascaris lumbricoides

Fértil (larvado)

largo y 35 a 50
pum de ancho

pigmentos biliares, membrana externa con
ondulaciones o mamelones. Se nota la capa con
mamelones.

Imagen de muestra ambiental

Huevo embrionado con larva infectiva en el
segundo estadio.

Imagen de muestra ambiental
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Especies de Tamafo

Helmintos

Caracteristicas principales

50 a 80 um de
largo y 40 a 60
pum de ancho

Huevo sin mamelones, es decir se encuentra
descortezado.

Imagen de muestra ambiental

Forma anchay ovoide, con una capsula gruesa
y mamelonada albuminoide y de color café a
dorado. Huevo embrionado con larva en
Segundo estadio

Posee una forma ovalada, con una membrana
externa delgada transparente.
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Especies de Tamafio Caracteristicas principales

Helmintos

Ancylostoma duodenale | 60-75 umy 35- No pueden ser diferenciadas
40 pum microscopicamente.

Capillaria
philippinensis

50-70 um largo
y 30-35 um

ancho

35a45pum
largo y 20-25

pum ancho

55a75umy 40
a 50 pm.

Poseen capa delgada sin color.

Cubierta estriada, con prominencias polares.
Forma ovalada.

Poseen 2 prominencias en el extreme del
huevo. Forma ovalada. Huevo con cubierta
estriada.

Céstodo. Forma ovalada a elipsoidal. De un
lado con un operculo incospicuo y del lado
opuesto (abopercular).
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Especies de Tamafio Caracteristicas principales
Helmintos
Dipylidium caninum 35-40 pm; Forma esférica a ovalada. Contiene una
larao a 27 a 48 oncosfera que tiene 6 microganchos. Cada
9 proglotido contiene paquetes esféricos a
pm ancho ovalados conteniendo de 5 a 15 o mas
huevos.
Echinococcus 30-35 um de Huevos indistinguibles de los huevos de
. Taenia sp. Cubierta estriada, se encuentra
granulosus diametro ! :
una oncoésfera con 6 ganchos retractiles.
Enterobius 55 mm por 25 Forma asimétrica. De un lado méas ovalado
. . que otro. Posee una capa albuminosa
vermicularis mm

fuertemente adhesiva, una capa hialina
transparente y el embrion.

Imagen de muestra ambiental
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Especies de

Helmintos

Tamaifio

Caracteristicas principales

Gnathostoma sp.

Hymenolepis diminuta

Hymenolepis nana

70 - 85 um largo
y 60 - 80 um
ancho

30 a 50 um de

diametro

Forma esférica a ovalada. Con opérculo a un
extremo del huevo. Cubierta externa delgada.

Forma esférica, diferente a H. nana. La capa
externa café-amarillenta es de mayor tamafio y
grosor. Sin filamentos polares. Se encuentra un
espacio entre la membrana y la oncosfera.
Tiene 6 ganchos

Imagen de muestra ambiental

Forma de esférica a ovoide, con un embrién
denominado oncosfera y rodeado de un
embriéforo con dos salientes polares en los que
se observan de cuatro a ocho filamentos. Con 6
ganchos.
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Especies de Tamafo Caracteristicas principales
Helmintos
Macracanthorhyn- 80-100 um largo Forma ovoide. Cubierta café oscuro texturizada.

chus hirudinaceous

Mammomonoga-

mus laryngeus

Moniliformis

moniliformis

Oesophagosto-

mum spp.

y 50 pm ancho

323 X 50 pm

90-125 um largo
y 65 um ancho

60-75 pm largo
y 35-40 pm
ancho

Contiene una larva llamada acantor que posee
ganchos en forma de rostelo.

Forma elongada. Cubierta de color claro. La
larva (acantor) tiene ganchos en forma de
rostelo.

Dificil  diferenciaciobn  microscépica entre
Ancylostoma y Necator.
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Especies de Tamafo Caracteristicas principales
Helmintos
Oxyuris sp. Huevo de helminto con forma elipsoide,

Schistosoma

haematobium

paredes externar delgadas y contenido

transparentoso.

100 pm Huevo con forma esférica, membrana externa
gruesa con prominencias, tipico su color
marron.

110-170 pm Forma elongada-ovalada. Con una espina

largo y 40-70 terminal.

pum ancho
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Especies de Tamafio Caracteristicas principales
Helmintos
Schistosoma 140-240 pm Similar a S. haematobium en cuanto a formay

intercalatum

Schistosoma

japonicum

70-100 um largo
y 55-64 um
ancho

114 -180 pm
largo y 45-70

um ancho

50-80 um by 40-
65 um

la espina terminal, solo que mas grandes,
usualmente poseen un engrosamiento
ecuatorial.

Forma esférica. La espina es mucho mas
pequefia y conspicua que otras especies.

Forma caracteristica, con una espina lateral
prominente cerca del extremo posterior. El
extremo anterior esti ligeramente curvo.
Contiene una larva llamada miracidio.

Similar a S. japonicum aunque son mas chicos
de tamafo. Contienen también una espina
conspicua.
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Especies de Tamafio Caracteristicas principales
Helmintos
Strongyloides 100 um largo Huevo con el interior granulado, capa externa
, muy delgada y transparente
stercoralis
Taenia solium 30 pum de Forma esférica, de paredes gruesas y radiadas.
. Posee una capa protectora denominada
diametro ;
embrioforo, dentro del cual se encuentra una
oncosfera. Suele ser confundido con polen, por
eso se deben tratar de observar los 6 ganchos
del embrion.
Taenia saginata
Toxocara canis 75 a 95 um de Huevo no embrionado.
diametro Forma esférica, presentan una cubierta gruesa y

finamente granulada.

Imagen de muestra ambiental
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Especies de Tamafo Caracteristicas principales

Helmintos

Toxocara cati Huevo no embrionado. Parasito de gatos, es
menor en tamafio que T. canis.Posee
igualmente superficie granulada.

Imagen de muestra ambiental

30 um de Forma esférica, de paredes gruesas y radiadas.
Posee una capa protectora denominada
embrioforo, dentro del cual se encuentra una
oncosfera, embrién o hexacanto.

Imagen de muestra ambiental

diametro

Imagen de muestra ambiental
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Especies de Tamarfo Caracteristicas principales

Helmintos

Trichuris trichiura 50 a 60 um largoy 21 Huevo no embrionado. Forma de bolillo o
barril, color marron amarillento, con una
gruesa envoltura de doble contorno y los
polos estan constituidos por tapones
translucidos e incoloros.

a 26 pm de ancho

Imagen de muestra ambiental

Huevo no embrionado. Mucho mas grande
que T. trichiura.

Imagen de muestra ambiental




Trichuris vulpis Huevo no embrionado. Mucho méas grande
qgue T. trichiura.

Imagen de muestra ambiental

Fotos: Ash,L. y Orihel,T., 1997.

Finalmente se eligieron las siete especies de helmintos considerando su importancia
médica, distribucion mundial y variaciéon de su morfologia: Ascaris lumbricoides (fértil e
infértil), Hymenolepis nana, H. diminuta, Schistosoma mansoni, Taenia sp., Toxocara

canis y Trichuris trichiura.

5.3 Manejo de la técnica tradicional para conteo de huevos de helmintos y

generacion de imagenes

Para el desarrollo del algoritmo, se capturaron mas de 900 imagenes, tomando ademas
otra serie de 621 para la validacién del sistema, lo cual hace un total de 1,521. Se
condenso la informacion de las especies de huevos de helmintos seleccionadas en la
tabla 6, donde se presentan las caracteristicas principales de los huevos de helmintos

para ser reconocidos con mayor facilidad. En las imagenes, los
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huevos fueron identificados con diferentes colores, abreviando su nombre cientifico con

dos iniciales, ademas de anotaciones sobre su distribucioén geogréfica.

Tabla 6. Caracteristicas y claves principales de los huevos de helmintos seleccionados

Clave Tamafio Forma Observaciones Distribucion Color

1) Acaris AL 35-50W  Esférica Ondulacionesen  Mundial Amarillo
lumbricoides X 45-70L el contorno
2)Toxocara TX 75a95 esférica Cubierta gruesay Mundial Verde
canis pm D finamente

granulada
3)Trichuris TT 20-24W  Eliptica  Doble contorno Mundial Morado
trichiura x 50-55L Los polos estan

constituidos por

tapones

transldcidos.
4)Hymenolepis | HN 30a50  Esférica Elembrién posee  Mundial Rojo
nana um D 6 ganchos
5)Hymenolepis | HD 114 - Esfrica  Presenta espina Mundial Naranja
diminuta 180L pm lateral

45-70W
pum

6)Taenia sp. TA 30um D Esférica Paredes gruesas, Mundial Azul

radiadas.Embrién

con ganchos
7)Schistosoma | SM 80 pm Ovoidal  Con espina lateral  Africa verde

mansoni
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5.4 Procesamiento de imagenes y desarrollo del algoritmo

Se emple6é un clasificador Bayesiano caracterizado por ser un sistema robusto en
donde las imagenes son procesadas mediante la reduccion del ruido y segmentacion
para su extraccion y célculo de caracteristicas de los huevos de helminto encontrados
en aguas residuales como: Ascaris lumbricoides (fértil e infértil), Hymenolepis nana,
Hymenolepis diminuta, Schistosoma mansoni, Taenia sp., Toxocara canis Yy Trichuris

trichiura.

El procesamiento de las imagenes llevd a cabo en diversas etapas: captura de la
imagen, conversion a escala de grises, filtrado anisotrépico, ajusta de contraste,
binarizacion de imagen (método de Otsu), Relleno de zonas vacias, eliminacién de
objetos y etiquetado. Los primeros resultados del procesamiento, calculos y gréaficas se
encuentran en los Anexos del 3 al 5. A partir de ello, y siendo etapas de ensayo y error,
se restablecieron las caracteristicas trascendentales para la 6ptima clasificacion de las
imagenes de los huevos de los helmintos. En la grafica de la Fig. 26 se muestra la
distribucion de areas por especie, se puede observar escaso sobrelapamiento entre las

especies, significando una caracteristica imprescindible para el sistema.

El tamafio del huevo es un elemento importante para identificar las especies. Sin
embargo, son otras las caracteristicas discriminativas entre las especies de huevos de
helmintos, como son el: area, perimetro, compacidad, excentricidad, propiedades de
textura, momentos invariantes de Hu, entropia, energia, media de nivel de gris y
homogeneidad. A pesar de que los huevos de A. lumbricoides, por su caracteristicas
morfolégicas fueron facilmente identificables, en el sistema se produjo una confusion
entre el huevo fértil e infértil, esto debido a que los segundos tienden a asemejarse con

los primeros, ya que su contenido interno no se encuentra organizado.
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5.4.1 Probleméticas que enfrentada por el algoritmo

En el caso de huevos de la especie de Toxocara canis llegaron a confundirse con
Hymenolepis diminuta, principalmente por el tamafio y forma semejantes de ambos
huevos, sobre todo cuando el algoritmo no detecta las diferencias en la estructura de
sus bordes.

En lo que respecta a la especie de Trichuris trichiura, la cual fue confundida por el
sistema con Hymenolepis nana y con algunos otros objetos (basura) presentes en la
muestra. Esta especie (T. trichiura) al encontrarse inmersa entre los restos de la
materia organica y detritus, pierde su forma eliptica, caracteristica que es esencial para

que el sistema lo clasifique de forma correcta.

Los huevos de Taenia sp, debido a su tamafio menor, con respecto al respecto de las
otras especies de helmintos seleccionadas, fue clasificada adecuadamente, excepto en
algunos pocos casos en donde es confundida como otros objetos. Dentro de la muestra
llegan a existir formas como burbujas o simplemente polen de plantas con forma similar
a esta especie; no obstante, su coloracion tipica hace que al procesar la imagen, sus

niveles de grises sean acoplados y de esta manera identificada de forma adecuada.

La especie de Hymenolepis nana fue de la que mas dificultades present6 para el
sistema, ya que debido a su transparencia llega a perder su delimitacion por los bordes
gue se disipan con el fondo de la imagen y por tanto es errbneamente clasificada. Para

poder incrementar la eficiencia de deteccion se realizaron ajustes al algoritmo.

Con respecto a los huevos del trematodo Schistosoma mansoni, que al poseer una
forma eliptica, borde irregular y tamafio mayor de 100 um, su clasificacion por parte del
sistema se llevd de forma adecuada; sin embargo, en algunos casos, fue catalogado

como otros objetos, confundiéndolo con basura, debido a su borde.
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5.5 Validacion del algoritmo

Al llevar a cabo la comparacion entre la identificacion y cuantificacion de las siete
especies de huevos de helmintos, entre la identificacion de la técnica norma y el
algoritmo desarrollado, utilizando los tres tipos de calidades de agua residual, se
obtuvieron los siguientes resultados:

Tipo I: <10 mg/L SST, los valores tanto para la sensibilidad como para la especificidad,
fueron oOptimos y confiables, 83% y 99%, respectivamente, remarcando un sistema
confiable.

Tipo II: >40 a 150 mg/L SST, para el agua tipo dos y a pesar de que la muestra
presentara una mayor cantidad de basura, con respecto a una agua tipo I; presentd un
patrén similar, con una sensibilidad del 80% y una especificidad de 98%. Sin embargo,
el sistema present6 cierto grado de confusion entre huevos fértiles y no fértiles para la
especie de Ascaris lumbricoides, asi como entre el reconocimiento de Toxocara canis,
con H. diminuta, Taenia sp. y Schistosoma mansoni con otros objetos

Tipo lll: <240 a 763 mg/L SST, No fue calculada debido a la alta cantidad de sdlidos.

En el algoritmo desarrollado, se logran detecciones en tiempo real para las diversas
formas de los huevos de helmintos (redondas, ovaladas, elipticas). No todas las
caracteristicas analizadas (eje menor, eje mayor, compacidad, etc.) sirvieron para
distinguir entre las distintas especies de huevos de helmintos. El tamafio del huevo es
un elemento importante para la identificacion de las especies. Sin embargo, el uso de
otras caracteristicas discriminativas entre las especies de huevos de helmintos, son
esenciales, ya que el area, perimetro, compacidad, excentricidad, propiedades de
textura, momentos invariantes de Hu, entropia, energia, media de nivel de gris y
homogeneidad permitieron en conjunto, que a cada especie le fuera asignado utilizando

un clasificador bayesiano, un valor determinante para su identificacion, por ejemplo:
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5.5.1 Seleccién de caracteristicas

Se realizaron distribuciones Gaussianas para varias de las caracteristicas
seleccionadas, esto con el fin de ratificarlas y llevar a cabo la diferenciacion e
identificacion entre las especies de huevos de helmintos; algunas de estas fueron: el
area (Fig. 26), el didmetro (Fig. 27), excentricidad (Fig. 28), Entropia (Fig. 29), eje
menor (Fig. 30). Cada una de las campanas indica los valores en los que cada especie
de huevo de helminto se encuentra. Como se observa en la identificacion por areas,
esta caracteristica no se sobrelapa entre todas las especies, por lo que ha sido una
buena opcion para clasificar a los huevos. El diametro por otro lado es una
caracteristica que se empalma y no permite distinguir entre las diferentes especies, por
lo que no fue elegida. La excentricidad es una caracteristica que ayudd a identificar a
los huevos de los helmintos, por lo que se eligid como caracteristica discriminativa entre
las especies. La entropia que es una medida de la uniformidad interna de los huevos,
aunque presentd sobrelapamiento entre las especies, permitid distinguir entre algunas
de ellas como Taenia y Ascaris, ya que su energia interna o nivel de gris en el primero
era uniforme, mientras que en el otro era mas desarreglado. El eje menor también fue
elegido como uno de los parametros para discriminar, ya que la anchura de los huevos

de los helmintos cambia, debido a que se eligieron diversas morfologias de ellos.
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Fig. 26 Identificacion por areas de las especies de huevos de helmintos.

Trichuris
Tenia
Toxocara
Ascaris infertil
—  Ascaris fértil
— - — ' Hymenolepis nana
— - — - Schistosoma mansoni

\ x
s ‘J,\"‘

— e

3

35
4

x10

67



Didmetro.- Calculo del didmetro para los huevos de helmintos seleccionados.
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Excentricidad
En el analisis de ésta caracteristica para los helmintos, hay un sobrelapamiento entre algunas de las especies; sin

embargo, llega a ser una caracteristica discriminativa.
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Fig.28 Gréfica de identificacion por excentricidad de las especies de huevos de helminto.
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Entropia. La entropia detectd que por ejemplo los huevos de Taenia sp. en donde su interior es uniforme, el valor de su

entropia fue bajo, en cambio los &scaris infértiles poseen baja uniformidad, por lo que su entropia fue alta.
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Fig. 29 Célculo de la entropia de las diversas especies de huevos de helmintos



Eje menor

Esta medida resulté 6ptima para la clasificacion de las especies de huevos de helmintos a diferencia del eje mayor que

no contrastaba entre una ni otra especie de helminto.
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Fig. 30 Distribucion Gaussiana del eje mayor de las especies de helmintos seleccionadas
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Compacidad

La caracteristica usada para separar a los huevos de los helmintos de otras estructuras
gue los rodean, es la compacidad. La compacidad dej6é de formar parte de elementos
del conjunto de entrenamiento y solo se uso6 para eliminar basura, con un umbral de
0.30. Fue en esta caracteristica que las especies mostraron diferentes distribuciones sin

sobrelapamiento y por tanto el algoritmo no las confunde unas con otras.

Una vez etiquetados los huevos y obteniendo las caracteristicas deseadas para su

identificacion, se incorporaron los datos al algoritmo.

Para probar la efectividad del sistema se calcularon la sensibilidad y especificidad, es
decir los falsos negativos y falsos positivos. El calculo de ambas caracteristicas arrojé

los siguientes resultados:
Sensibilidad: 0.8291 %

Especificidad: 0.9190 %

El algoritmo trabajé adecuadamente aunque fue conveniente realizar ajustes en el tren
de procesamiento para incrementar al valor de la sensibilidad, es decir el resultado de

los verdaderos positivos.

Las caracteristicas empleadas en el clasificador después de someter diversas a
pruebas fueron: el area, el eje menor del objeto, la excentricidad, el didametro y la
entropia. Las medias y desviaciones estandar de cada caracteristica de los huevos de
helmintos fueron calculadas (Anexo 4). Esto ayudd a establecer una referencia en
cuanto a forma, tamafio y textura para clasificar e identificar a los huevos. Hymenolepis
nana fue excluida debido a que hasta el momento no se cuenta con un método
confiable para su segmentacion.

Para la especie H. nana, se llevaron a cabo ajustes, ya que el huevo al ser
transparente, toma otro tipo de valores. Ecualizando a la imagen, sus bordes fueron

resaltados y finalmente clasificados.
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Segmentacién de las imagenes de los huevos de helmintos

Las imagenes segmentadas, que es cuando ya ha sido detectada la imagen para poder

ser identificada por el algoritmo, se muestran a continuacion (Figs. 31-33):

Fig. 31. A. lumbricoides segmentado, se demarcan sus bordes por la linea blanca.

Fig. 32 A. lumbricoides segmentado con mayor aumento
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Fig.33 A. lumbricoides y T. solium segmentadas

Para validar el sistema se emplearon diez imagenes de cada una de las especies de
helmintos. Esto proyecté que el Método Tradicional (MT) fue mas eficiente que el
Algoritmo de Deteccion (AD). La unica especie de helminto que fue detectada de la
misma forma por el MT y el AD fue T. trichiura. Las demas especies se tuvieron ciertos
sesgos cuando trataron de ser identificados por el algoritmo de deteccion, como se

muestra en la Figura 34.
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Fig. 34 Grafica de validacion de primeros resultados del Método tradicional (MT) y el

Algoritmo de Deteccion (AD).

Se realiz6é una matriz de confusion o contingencia (Tabla 7), la cual es una herramienta
gue se emplea en el aprendizaje supervisado como son los clasificadores para probar
su sensibilidad y especificidad. Cada columna de la matriz representa el niumero de
predicciones de cada especie de huevo de helminto, mientras que cada fila representa

a las instancias en la clase o especie real.
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Tabla 7. Matriz de confusion o contingencia. Primeras pruebas del algoritmo.

A lumbricoides. A.lumbricoides T. cati T. trichiura Taenia H. diminuta S.mansoni
fértil infértil sp.
AL. fértil 8/10 1/10
AL. infértil 1/10 7/10
Toxocara 7/10
T. trichiura 10/10
Taenia sp. 9/10
H. diminuta 1/10 8/10
H. nana
S.mansoni 4/5
Otros 1/10 2/10 2/10 1/10 1/10 2/10 1/5
objetos
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Tabla 8. Resultados de especificidad y sensibilidad. Primeras pruebas del algoritmo

A A.lumbricoides T. cati T.trichiura Taenia sp. H.diminuta S.mansoni
lumbricoides. infértil
fértil
Verdaderos |8 7 7 10 9 8 4
positivos
Verdaderos | 56 38 75 61 43 52 23
negativos
Falsos 3 3 2 8 7 3 1
positivos
Falsos 2 3 3 0 1 2 1
negativos
Sensibilidad | 0.8 0.7 0.7 1 0.9 0.8 0.8
Especificidad | 0.949152542  0.926829268 0.97402597 0.884057971 0.86 0.945454545 0.9583333

Sensibilidad promedio: 0.8291
Especificidad promedio: 0.9190
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5.5.2 Mejoramiento y ajustes del algoritmo de prueba

Al considerar los resultados de las pruebas iniciales del algoritmo se decidié realizar
algunos ajustes para mejorar los porcentajes de sensibilidad y especificidad (Fig. 34), y
asi realizar una ultima validacién del sistema. Las modificaciones efectuadas se

resumen en la figura 35.

Obtencion de Segmentacion de

principales los huevos por
caracteristicas niveles de gris

Captura de
imagen

Conversion a . Obtencion de
escala de grises Eg%ligéado de caracteristicas
J finales

Filtrado
anisotrépico Ecualizacion de

contraste Clasificacion

Eliminacion de o
objetos por Binarizacion
formay tamafo Watershed

Fig.35 Mejoras realizadas en el proceso del algoritmo de deteccién

En resumen la mejora consisti6 en la aplicacion de un protocolo de segmentacion
basado en el perfil de escala de grises de los objetos de destino (los huevos de
helmintos). Esto se llevd a cabo la obtencion de los perfiles de la escala de grises
desde el centro del objeto como punto de partida y hasta 1.5 veces el tamafio de su eje
principal (Fig. 36). Se ecualizo el contraste de la imagen una vez que se etiquetaron los
objetos, esto para mejorar la identificacion por el algoritmo.
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Fig. 36 Area a consideradar para el escalamiento de grises del procedimiento de

segmentacién en las mejoras del sistema.

A patrtir del area, un perfil promedio (P medio) fue calculado, utilizando perfil anterior (P
ant), el perfil del centro (P cent) y el perfil siguiente (P sig). En la Figura 37 se muestran

en azul los perfiles anteriores, el central y el perfil siguiente en rojo.

Pant + Pcent + Psig
Predio = 3

(9)
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SO =50

€40
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Fig.37 Promedio de perfiles anterior, central y siguiente para un area de huevo de

helminto.

Se calculan estos perfiles para determinar donde se encuentran los limites entre las
regiones, sombras y ruido visual de la imagen. Una vez calculado el perfil medio, la
media del fondo se obtuvo a partir de la media de la imagen desde el segmento
considerado el eje mayor al final del vector. De igual manera la desviacion estandar es

calculada (Std fondo).

. 1 .
Media del fondo = N Iiv=eje mayor Predio (1) (10)

1 . .
Stdfondo = N ivzeje mayor(Pmedio (l) — Media del fondo)z

(11)

Por ultimo, los sectores del perfil de color gris que se deben tomar como secciones de

huevo son los que estan bajo el umbral de tolerancia (Fig. 37). Este umbral se calcul6

mediante la ecuacion 12:

Umbral = Media del fondo — Std fondo (12)

Se muestra en la figura 38 el resultado final de una imagen procesada mediante
MATLAB.
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|

Fig. 38 Resultado final de laimagen procesada (S. mansoni)

Para la validacion final, posterior a los ajustes realizados, se utilizaron las Tablas

correspondientes a los tipos de agua | y Il (ANEXO 6); finalmente en el ANEXO 7 se
presentan las imagenes post-procesamiento aptas para ser sometidas al software de
identificacion. Debido a la complejidad del agua tipo Ill, Gnicamente se trabajé con los
dos primeros tipos de agua. A cada imagen se le asigné un namero consecutivo
indicado al inicio de la Tabla y en seguida la cantidad de huevos de helmintos, por
especie. Las anotaciones fueron realizadas de manera manual al observar las

imagenes directamente de las muestras, es decir mediante la técnica tradicional.
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5.5.3 Pruebas de validacion

Los resultados obtenidos para la validacion del agua tipo | (Tablas 9 y 10), con un
contenido menor de 10 mg/L de SST, se muestra en la Fig. 40 y en el caso del agua
tipo Il (Tablas 11y 12), con un contenido de 10 a 100 mg/L de SST en la Fig 41. La
tasa de precision por especie para los diferentes tipos de agua (I y IlI) también es
mostrada. En las Tabla 9 podemos observar que las especies con mayor numero de
deteccion para el agua tipo | son: Ascaris infértil, Taenia sp., Hymelopis diminuta,
logrando casi un 100% de la deteccion y en la siguiente Tabla (10) se reflejan éstos
resultados de esta deteccién, aumentando la especificidad que es el calculo de los
verdaderos positivos, huevos que han sido detectados correctamente. En la Tabla
11, muestra los valores para el agua tipo Il, observando que hay una mayor
cantidad de huevos a detectar, esto debido a la carga de solidos en el agua; las
especies que siguen siendo identificadas correctamente con un mayor numero de
precision son Ascaris, Toxocara, Taenia sp. y S. mansoni,ésta Ultima especie quizas
debido a su baja concentracion en los tipos de agua. De igual manera en la Tabla 12
se reflejo la especificidad de las especies al ser identificadas por el algoritmo,

logrando mayores valores las especies mencionadas.

50
100

150

200
50 100 150 200

Fig. 39 Hymenolepis diminuta para su segmentacion final. Se puede observar la muestra

en una ventana sin basura alrededor para su posterior segmentacion.

82



Tesis de maestria

Tabla 9. Matriz de confusion. Funcion de deteccion umbralizado Otsu para agua tipo |. Pruebas finales del algoritmo

AL. AL. Toxocara T. trichiura Taenia H. diminuta H.nana S.mansoni
fértil infértil sp.
AL. fértil 8/10 1/10
AL. infértil 1/10 9/10
Toxocara 8/10 1/10
T. trichiura 8/10 1/10
Taenia sp. 9/10
H. diminuta 2/19 9/10
H. nana 1/10 8/10
S.mansoni 8/10
Otros 1/10 0/10 0/19 1/10 1/10 0/10 1/10 2/10
objetos
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Tabla 10. Sensibilidad y especificidad. Funcion de deteccion umbralizado Otsu para agua tipo I. Pruebas finales del

algoritmo
AL. AL. Toxocara T. trichiura Taeniasp. H. H. nana S.mansoni
fértil infértil diminuta
Verdaderos | 8 9 8 8 9 9 8 8
positivos
Verdaderos | 89 89 89 89 90 88 89 89
negativos
Falsos 1 1 1 1 0 2 1 1
positivos
Falsos 2 1 2 2 1 1 2 2
negativos
Sensibilidad | 0.8 0.9 0.8 0.8 0.9 0.9 0.8 0.8
Especificidad | 0.9888 0.9888 0.9888 0.9888 1 0.9777 0.9888 0.9888
Coef. DICE | 0.8421 0.9 0.8421 0.8421 0.9473 0.8571 0.8421 0.8421

Sensibilidad promedio: 0.8375
Especificidad promedio: 0.9902
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Tabla 11. Matriz de confusion. Funcion de deteccion umbralizado Otsu para agua tipo Il. Pruebas finales del algoritmo

AL. AL. Toxocara T. Taenia H. H. S.mansoni Otros

fértil infértil trichiura  sp. diminuta nana objetos
AL. fértil 19/24 2/10 6/362
AL. infértil 3/24 7/10 4/362
Toxocara 15/19 2/12 2/362
T. trichiura 8/11 2/13 4/362
Taenia sp. 11/14 3/362
H. diminuta 3/19 1/11 9/12 2/362
H. nana 10/13 4/362
S.mansoni 11/12 2/362
Otros 2/24 1/10 1/19 2/11 3/14 1/12 2/13 3/12 335/362
objetos
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Tabla 12. Sensibilidad y especificidad. Funcion de deteccion umbralizado Otsu para agua tipo Il. Pruebas finales del

algoritmo
AL. AL. Toxocara T. Taenia H. H. nana S.mansoni Otros
fértil infértil trichiura  sp. diminuta objetos
Verdaderos | 19 7 15 8 11 9 10 11 335
positivos
Verdaderos | 453 467 458 463 453 465 464 465 115
negativos
Falsos 6 4 2 4 3 2 4 2 11
positivos
Falsos 5 2 4 3 3 3 3 1 27
negativos
Sensibilidad | 0.7916 0.7777 0.7884 0.7272 30.7857  0.75 0.7692 0.9166 0.9254
Especificidad | 0.9869 0.9915 0.9956 0.9914 0.9935 0.9957 0.9914 0.9951 0.9126

Sensibilidad: 0.8036
Especificidad: 0.9838
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Especies seleccionadas

Fig. 40 Resultados de pruebas finales del algoritmo. Deteccidn por especie para agua tipo
l.

Debido a la alta concentracion de huevos de helmintos y materia en esta ultima prueba,
el algoritmo de deteccion (AD), no logré alcanzar el porcentaje de deteccidén por el
método tradicional (MT); esto debido a que las pruebas realizadas con el método
tradicional, dieron un 100% pues fueron realizadas por expertos en el laboratorio de
parasitologia. El algoritmo de deteccion debe ser mejorado aun para poder alcanzar

dichos valores de identificacion.
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Fig 41. Resultados de pruebas finales del algoritmo. Deteccidn por especie agua tipo Il.
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De igual manera para el agua tipo Il, no se logra una deteccion similar al método
tradicional, a pesar de que este tipo de agua fue mas complicada que el agua Tipo |,
debido a su carga de solidos suspendidos totales. Esto deja prueba de que el algoritmo
ha mejorado con respecto a las primeras pruebas realizadas, sin embargo, debe ser

mejorado para alcanzar el nivel deseado.

5.5.4 Ventajas y desventajas del sistema desarrollado

La version final de la concatenacion de partes del sistema se muestra a continuacion
(Fig. 42), para esto, se acoplaron multiples componentes tanto el microbiolégico como
el computacional en el laboratorio; de esta manera se realiza el procedimiento en
tiempo real. Se realiz6 ademas una comparacion entre el método tradicional y el
algoritmo de deteccion en cuanto a costos (Tabla 13) y se anexan las imagenes finales
segmentadas de cada especie de huevo (anexo8).

Esto indica que aunque el costo inicial del sistema (algoritmo de deteccion) es superior
al de método tradicional, al haber una identificacion continua de muestras y huevos de
helminto, se permite la Optima clasificacion de las especies, siempre y cuando el
algoritmo haya sido mejorado. Sin embargo, permite que la deteccion de las especies lo
realice cualquier persona sin entrenamiento para la identificacion, ya que depende de la
habilidad del observador.
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Tabla 13. Ventajas y desventajas del sistema

Método tradicional

Algoritmo de deteccién

Habilidades requeridas
para la deteccion

Tiempo de identificacion

Costo inicial del sistema
(solo hardware).
Costo del proceso de

identificacion

Procesamiento de
muestras
Sensibilidad

Especificidad

De 2 a 3 semanas como
minimo

Muestras limpias una
hora

Muestras sucias tres
horas o mas

USD $ 20,000

Muestras limpias USD
$10
Muestras sucias USD
$35

3 a 4 muestras por dia

depende de la habilidad
humana

No determinada

No requeridas

Una muestra 10 minutos

como maximo

USD $30,000

USD $2 maximo (agua

tipo 1y 1)

indeterminadas

80.36%

98.38%
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Muestra

Microscopio Computadora

Fig.42 Software instalado en laboratorio. La muestra es tomada con ayuda de una
micropipeta, el volumen deseado a analizar se coloca en el portaobjetos, posteriormente
se ajusta el microscopio en el objetivo seco débil y la imagen es capturada por el
programa lvision en la computadora, en donde inmediatamente es procesada por el

algoritmo desarrollado.
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6. CONCLUSIONES

El desarrollo de un programa de cémputo para la identificacion y cuantificacion de
huevos de helmintos fue posible acoplando las técnicas de procesamiento de imagenes
para la identificacion y cuantificacion de siete diferentes especies de huevos de
helmintos, y resultando asi una alternativa rapida (1 minuto) y precisa (98.38%) en

comparacion con la técnica norma tradicional.

Las metodologias de los estudios previos como la identificacion de colonias
bacterianas, identificacion de células tisulares, de protozoarios y huevos de helmintos,
permitieron desarrollar un método adecuado para el procesamiento de las imagenes al
obtener datos relevantes (identificacion a tiempo real, acoplamiento del microscopio a la
computadora) para el desarrollo del algoritmo. Sin embargo, se hicieron pruebas y
ensayos para ajustar apropiadamente la metodologia al algoritmo de deteccion

adaptado a las caracteristicas y propiedades especificas de los huevos de helmintos.

El archivo realizado con a los datos de las imagenes que resaltan su morfologia, y
distribucion de los huevos de los helmintos proporciond las bases para poder
seleccionar las especies de interés de acuerdo a ciertas caracteristicas como su

morfologia.

La validacidon del sistema, en la cual se ocuparon dos de los tres tipos de calidad de
agua para verificar la veracidad del algoritmo desarrollado frente a la técnica norma
tradicional, permitié, ademas, optimizar el algoritmo con base en diversas adecuaciones
y correcciones aplicadas como por ejemplo los cambios en el algoritmo de
procesamiento de las imagenes para poder segmentar los huevos de los helmintos y

asi ser identificados por el sistema.

El procesamiento de las imagenes previo a la identificacion de las especies, arrojo
importantes avances en el incremento de la precision para el conteo y la clasificacion
en las subsecuentes fases del algoritmo, de forma particular en lo referente a la

especificidad y la sensibilidad del sistema. Sin embargo, es necesario ajustar alun mas
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la segmentacién de las estructuras asi como su clasificacion para mejorar los valores
obtenidos en las especies de huevos que salieron bajos por ejemplo (Ascaris infértil e
H. diminuta con 70%) e incrementar el nimero de especies identificadas.Los elementos
borrosos como la basura, impidieron un correcto procesamiento, obstaculizando asi
como la Optima interpretaciébn de la imagen, por lo que una dilucién (1 ml) puede
ayudar a corregir tales problématicas.

Se logran detecciones en un lapso promedio de un minuto, lo cual es 50% menor a la
técnica norma tradicional de deteccion de huevos de helmintos que ocupa hasta varias

horas para el mismo nimero de imagenes.

Las especies con mayor numero de falsos negativos observadas fueron para el caso de
Taenia sp. y Trichuris trichiura; esto se debe a la similitud de sus formas con otros
objetos como basura y burbujas en la muestra (detritus). Por lo cual se debe ajustar el
algoritmo para detectar con mayor claridad y segmentando con mayor precision a estas

especies.

El agua tipo Il y debido al bajo porcentaje de sensibilidad (15%), no fue utilizada para la
validacion. Para solventar esta situacién, una dilucion puede ser efectuada (1 ml)
cuando la muestra este siendo procesada. Ademas deben realizarse mejoras y
mayores ajustes al algoritmo y con ello segmentar correctamente los huevos de los

helmintos y diferenciarlos cuando existe una carga mayor de detritus
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. Recomendaciones

La realizacion de un manual del usuario aunado a un tutorial es importante para el
funcionamiento del sistema, ya que instruye al usuario en el manejo del programa y la

solucion de los problemas que puedan suceder en la operacion.

Dado que el sistema es un proceso dinamico, el incremento de la sensibilidad y
especificidad en la identificacion del nimero de especies podra seguir incrementando

hasta tener mejores resultados.
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ANEXO 1. Contornos de huevos de helmintos utilizados por Dogantekin et al.
(2008).

en la técnica de momentos invariantes.

S .

Ascaris lumbriocides infértil

Diphyllobotrium Latum

Enterobius vermicularis
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Fasciola hepatica
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Hymenolepis nana

Kellicoti

A

Schistosoma japonicum
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Taenia saginata

-

<)

Trichuris trichiura
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ANEXO 2. TECNICA NMX-AA-113-SEMARNAT-1999

SECRETARIA DE
COMERCIO Y
FOMENTO INDUSTRIAL

ANALISIS DE AGUA - DETERMINACION DE HUEVOS DE HELMINTO - METODO DE
PRUEBA
INTRODUCCION

Ante la escasez de recursos hidricos, la explosion demografica y el desarrollo industrial,
la utilizacién de aguas residuales es una importante alternativa como fuente adicional
de suministro, particularmente para riego agricola. Sin embargo, dicha actividad tiene
implicaciones negativas desde el punto de vista sanitario, ya que representa un riesgo a
la salud de los trabajadores agricolas y de los consumidores de los productos, en

especial cuando se trata de aquéllos que se consumen crudos como las hortalizas.

Los helmintos representan un elevado riesgo a la salud humana debido a que sus
diversos estadios infecciosos (huevos embrionados o larvas) son altamente
persistentes en el agua contaminada. Asi, el agua constituye un vehiculo directo o
indirecto de diseminacibn de helmintos, aun cuando se encuentren en bajas
concentraciones, dando lugar a enfermedades gastrointestinales, sobre todo cuando

ésta se emplea para el riego de cultivos.
1 OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION
Esta norma mexicana establece el método para la deteccidon y enumeracion de huevos

de helminto en aguas residuales y lodos, con el fin de evaluar la calidad del agua y la

eficiencia de los sistemas de tratamiento de la misma.
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2 REFERENCIAS

Para la correcta aplicacion de esta norma se deben consultar las siguientes normas

oficiales mexicanas y normas mexicanas vigentes o las que las sustituyan:

NOM-001-ECOL-1996

NOM-003-ECOL-1997

NMX-AA-003-1980

NMX-BB-014-1973

NMX-CC-013-1992

Que establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas
y bienes nacionales, publicada en el Diario Oficial de la

Federacion el 6 de enero de 1997.

Que establece los limites maximos permisibles de
contaminantes para las aguas residuales tratadas que se
reusen en servicios al publico, publicada en el Diario Oficial de
la Federacion el 21 de septiembre de 1998.

Aguas residuales - Muestreo. Declaratoria de vigencia
publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 25 de marzo
de 1980.

Clasificacion y tamafios nominales para utensilios de vidrio
usados en laboratorio. Declaratoria de vigencia publicada en el
Diario Oficial de la Federacion el 24 de agosto de 1973.

Criterios generales para la operacion de los laboratorios de

pruebas. Declaratoria de vigencia publicada en el Diario Oficial

de la Federacion el 25 de junio de 1992.
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3 DEFINICIONES

Para los propositos de esta norma se establecen las siguientes definiciones:3.1 Aguas
residuales

Son las aguas de composicion variada provenientes de las descargas de usos
municipales, industriales, comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios, domeésticos,
incluyendo fraccionamientos y en general de cualquier otro uso, asi como la mezcla de
ellas.

3.2 Coagulacién

Es la adicion de compuestos quimicos para alterar el estado fisico de los sélidos
coloidales o suspendidos, a fin de facilitar su remocién por sedimentacion o filtracion.

3.3 Filtracion

Es la remocién de las particulas suspendidas de un liquido que fluye a través de un
medio de porosidad adecuada.

34 Flotacién

Es la técnica de concentraciobn donde las particulas de interés permanecen en la
superficie de la solucion cuya densidad es mayor. Por ejemplo, la densidad de huevos
de helminto se encuentra entre 1,05 y 1,18, y la de los liquidos de flotacion se sitla
entre 1,1y 1,4.

35 Helmintos

Término designado a un amplio grupo de organismos que incluye a todos los gusanos
parasitos (de humanos, animales y vegetales) y de vida libre, con forma y tamafos
variados. Poseen 6rganos diferenciados, y sus ciclos de vida comprenden la produccién
de huevos o larvas, infecciosas 0 no y la alternancia compleja de generaciones que

incluye hasta tres huéspedes diferentes.
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3.6 Método bifasico

Es la técnica de concentracion que utiliza la combinacion de dos reactivos no miscibles
entre si, y donde las particulas (huevos y detritus) se orientan en funcion de su balance

hidrofilico-lipofilico.

3.7 Sedimentacion

Es el proceso fisico de separacion entre dos fases debido a la diferencia de sus
densidades.

4 PRINCIPIO

Este método de analisis se basa en la diferencia de densidades entre los huevos de
helminto, las demas sustancias presentes en las aguas residuales, y las que se
agregan para permitir la separacion. El método comprende los procesos de
coagulacion, sedimentacion, flotacion, decantacion y la técnica bifasica para recuperar

los huevos de helminto y efectuar el conteo.

5 MUESTREO

El muestreo constituye una parte integral y fundamental de cualquier programa de
evaluacion de la calidad del agua, por lo cual, éste debe efectuarse como se menciona
a continuacion y de acuerdo a lo establecido en las normas mexicanas NMX-AA-003 y
NMX-BB-014 (ver 2 Referencias):

5.1 Preparar garrafones de plastico inerte de 8 L, previamente desinfectados con
hipoclorito de sodio al 10 % (NaClO)
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5.2 Lavarlos con agua potable a chorro y enjuagarlos varias veces con agua

destilada.

5.3 Se toman muestras de 5 L (volumen total), en estos garrafones de plastico inerte,

los cuales deben ser cerrados y sellados.

6 REACTIVOS Y MATERIALES

6.1 Reactivos (grado analitico)

- Acido sulfarico (H,SOy);

- Alcohol etilico (C,HsOH);

- Agua destilada;

- Cloruro de sodio (NaCl);

- Eter etilico;

- Formaldehido al 4 %;

- Hipoclorito de sodio (NaClO) (no aplica grado analitico), y
- Sulfato de zinc heptahidratado (ZnS0O,4.7H20).

6.2 Materiales

- Aplicadores de madera;
- Barras magnéticas;
- Bulbo de goma,;

- Espatula;

- Garrafones de plastico inerte con paredes lisas y transparentes de 8 L de

capacidad;

- Gradillas para tubos de centrifuga

de

50

mil;
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Guantes de latex;

Mascarilla contra gases y vapores;

Matraz Kitazato;

Pipetas de 10 ml de plastico;

Probetas graduadas de 50 mly de 1 000 ml,

Recipientes de plastico inerte con paredes lisas y transparentes de 2 000 mly 4

000 ml de capacidad;

Tamiz de 160 um (micras) de poro;

Tubos de centrifuga de 200 ml, 450 ml o de mayor volumen segun sea la capacidad
méaxima de la centrifuga;

Tubos de centrifuga conicos de 50 ml, y

Vasos de precipitados de 1 000 ml.

NOTA- Los materiales utilizados deben cumplir con lo establecido en la norma

mexicana NMX-BB-014 (ver 2 Referencias).

APARATOS

Agitador de tubos, con control de velocidad y adaptable a diversos tubos;

Balanza granataria;

Balanza analitica;

Bomba de vacio con control de velocidad de succion;

Campana de extraccion;

Celda de Sedgwich-Rafter o camara de conteo de Doncaster o camara de
Neubauer;

Centrifuga. Capaz de mantener los intervalos de operaciéon de 1 000 r/min a 3
000 r/min o su equivalente en g;

Densimetro (Hidrémetro). Capaz de mantener el intervalo de medicién de 1,0 g/ml a
1,4 g/ml, y temperatura de operacion de 0°C a 4°C;

Incubadora;
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- Microscopio Optico. Equipado para hacer iluminacién campo claro (Kéheler), con
aumento de 10 a 100x y platina mévil (opcional);
- Parrilla con agitacidbn magnética, y

- Refrigerador.

8 PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA

8.1 Las muestras deben mantenerse a una temperatura de 4°C + 2°C hasta su

llegada al laboratorio.

8.2 La muestra debe procesarse dentro de las 48 h después de su toma, 0 en
caso contrario, debe fijarse con 10 ml de formaldehido al 4 %, o bien,
preservarse en refrigeracion para realizar su analisis antes de 2 meses.

9 PROCEDIMIENTO

Los siguientes puntos describen la secuencia del método de prueba, el cual debe

realizarse conforme a lo descrito, con el fin de minimizar sesgos en los datos obtenidos.
9.1 Preparacion de soluciones

9.1.1 Solucién de sulfato de zinc (ZnSQO,4) con gravedad especifica de 1,3

Disolver 800 g de sulfato de zinc heptahidratado (ZnS0O,4.7H,0) en 1 000 ml de agua
destilada; mezclar en la parrilla magnética hasta homogeneizar totalmente. Medir la

densidad con el densimetro. Ajustar la densidad a 1,3 agregando sulfato de zinc o

agua destilada, segun sea el caso.
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9.1.2 Solucién de alcohol-acido.

Homogeneizar 650 ml de &cido sulfarico (H,SO,4) 0,1 N, con 350 ml de alcohol etilico.

Almacenar la solucion en un recipiente hermético.

9.2 Calibracién de aparatos

Todos los equipos utilizados deben ser calibrados con patrones certificados o ajustados

de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

9.3 Seguridad

Durante el procesado de la muestra se debe utilizar guantes de latex y cubreboca para

evitar cualquier riesgo de infeccion.

Se debe lavar y desinfectar el 4rea de trabajo, asi como el material utilizado por el

analista, antes y después del ensayo.

Cuando se efectue la agitacion de las soluciones con éter, ésta se debe realizar en

sitios ventilados o dentro de la campana de extraccion, y considerar su inflamabilidad.

Evitar el contacto con los ojos, piel o ropa, ya que es un reactivo sumamente téxico.
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9.4

Manejo de residuos

Todo material desechado debe ser previamente esterilizado o desinfectado con

hipoclorito de sodio al 10%.

9.5

Concentracion y separacion de los huevos de helminto

La recuperacion de los huevos de helminto de la muestra se debe realizar efectuando

los siguientes pasos:

a)

b)

d)

Dejar reposar la muestra al menos 3 h o toda la noche o centrifugar a 400 g

de 3 min a 5 min.

Aspirar y desechar el sobrenadante por vacio y sin agitar, si la sedimentacion
(separacion) se realizd por centrifugacion, decantar lentamente. Filtrar el
sedimento en el tamiz de 160 um de poro. Lavar el tamiz con 5 L de agua
(potable o destilada), y recuperar el agua de lavado junto con el sedimento
filtrado.

Colocar el filtrado y el agua de enjuague en el garrafén de 8 L donde
originalmente se encontraba la muestra o en los recipientes utilizados en la

centrifugacion.

Dejar reposar la muestra al menos 3 h o toda la noche o centrifugar a 400 g

de 3 min a 5 min.

Aspirar con cuidado el sobrenadante al maximo y desecharlo. Depositar el
sedimento en los recipientes para la centrifuga. Enjuagar 3 veces el garrafon
perfectamente con poca agua destilada, y colocar en los recipientes para

centrifugacion.
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f)

)

h)

)

k)

Centrifugar a 400 g de 3 min a 5 min.

Decantar nuevamente el sobrenadante por vacio. Asegurarse que en el
fondo del recipiente exista la pastilla; en caso contrario, centrifugar
nuevamente. Resuspender la pastilla en 150 ml de la solucion de sulfato de
zinc (ZnSO,4). Homogeneizar la pastilla con el agitador de tubos o con un

aplicador de madera.

Una vez més, centrifugar a 400 g de 3 min a 5 min, y recuperar el
sobrenadante virtiéndolo en un recipiente de plastico de 2 000 ml. Diluir
cuando menos en 1 000 ml de agua destilada, y dejar sedimentar al menos 3

h, o toda la noche o centrifugar a 400 g de 3 min a 5 min.

Aspirar con cuidado y al maximo el sobrenadante por vacio, y resuspender el
sedimento por agitacion, utilizando poca agua destilada. Vertir la suspensién
resultante en un tubo de centrifuga de 200 ml, incluyendo el agua de
enjuague del recipiente y centrifugar a 480 g durante 3 min.

Decantar nuevamente el sobrenadante y resuspender la pastilla con agua
destilada en un tubo de 50 mL y centrifugar a 480 g durante 3 min.

Decantar nuevamente el sobrenadante por vacio y resuspender la pastilla en
15 ml de la solucién de alcohol-acido por medio de un agitador de tubos, y
agregar 10 ml de éter. Agitar suavemente y de vez en cuando destapar
cuidadosamente los tubos para dejar escapar el gas que se desprenda. Por
seguridad realizar en sitios ventilados utilizando la mascarilla o en la

campana de extraccion
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9.6

b)

Centrifugar una ultima vez a 660 g durante 3 min.

Aspirar al maximo el sobrenadante, dejando menos de 1 ml del mismo y
evitando la pérdida de la pastilla; homogeneizar la pastilla, y proceder a la
cuantificacion. Por seguridad realizar en sitios ventilados utilizando la
mascarilla o en la campana de extraccion.

Cuantificacion de los huevos de helminto
Para evitar la sobreposicién de las estructuras y el detritus no eliminado,
repartir la muestra en volumenes de 0,5 ml a 1,0 ml, con el fin de facilitar la

lectura.

Distribuir cada uno en una celda de Sedgwich-Rafter, o bien, en una camara

de conteo de Doncaster o camara Neubauer.

Identificar visualmente una a una las estructuras, anotando los generos

identificadas con ayuda de la figura de los huevos vista a continuacion.
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10 EXPRESION DE RESULTADOS

10.1 Calculos

Para determinar las revoluciones por minuto (rev/min) de la centrifuga, se utiliza

la formula siguiente:

rev/min = VKg/r

donde:

g es la fuerza relativa de la centrifugacion;

es la constante cuyo valor es 89,456, y
r es el radio de la centrifuga en centimetros (cm).

La férmula para calcular g es la siguiente:

g = r(rev/imin)/K
10.2 Expresar el resultado en numero de huevecillos por litro, tomando en

consideracion la expresion en céalculos, o bien expresar el nimero de huevos

contados y el volumen analizado:

HL =

oI

donde:

H es el nimero de huevos leidos en la muestra;

HL es el namero de huevos por litro, y
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5 es el volumen de la muestra.

10.2 Interferencias

La sobreposicion de estructuras y/o detritus no eliminado en el sedimento, puede
dificultar su lectura. En tal caso, es importante dividir el volumen en las alicuotas que
se consideren necesarias. La falta de experiencia en la identificacién de especies es

también un elemento decisivo en el conteo y sobreconteo.

Aatorly Trkchazirondgyle Aymetcdepis Jbnitats

Tozostorks
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FIGURA 1.- Especies de huevos de helminto

11 INFORME DE LA PRUEBA

El informe de la prueba debe incluir lo siguiente

- Todos los detalles necesarios para la identificacion completa de la muestra;

- Los resultados, expresados de acuerdo con lo establecido en el punto 10, y

- Cualquier suceso particular observado durante el curso del analisis, asi como
cualquier operacion no especificada en el método, o considerada opcional, que

pueda haber influido en los resultados.
MEXICO, D.F.

LA DIRECTORA GENERAL DE NORMAS.
CARMEN QUINTANILLA MADERO.
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ANEXO 3. PRIMERAS PRUEBAS DEL PROCESAMIENTO DE IMAGENES

EEE

impurezas.

Entrada de la imagen

Escala de gris, en la que se simplifica la imagen.

Filtro de mediana, se suaviza la imagen para quitar
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Ajuste de contraste, para eliminar las variaciones en

Deteccion de objetos por los bordes en los que el

Eliminacién de objetos pequefios.
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Transformada de distancia en donde se le asigna

Transformada de vertientes, en donde se enlistan
los objetos para poder identificarlos.

Huevos de A. lumbricoides con filtrado y
ecualizacion de histograma.
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Imagen anterior de Huevos de A.

lumbricoides con un Filtro LoG.

Misma imagen de Huevos de A.

Imagen de Huevos de A. lumbricoides con

relleno de espacios
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Etiquetado de objetos, etapa final del

procesamiento de la imagen. Huevos de A. lumbricoides.
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ANEXO 4. PRIMER CALCULO DE CARACTERISTICAS DE LOS HUEVOS DE HELMINTOS

Area Perimetro Excentricidad Eje mayor Eje menor Compacidad
A. lumbricoides 14162.3158 545.0238 0.5685 150.7438 121.9944 1.66911735
Taenia sp. 6967.2667 393.3177 0.5578 105.5755 86.7597 1.76691087
T. trichiura 6873.9000 457.6700 0.8454 131.8800 69.4500 2.42488874
H. diminuta 28114.5000 743.4375 0.3847 200.1192 181.3381 1.56440301
DESVIACIONES ESTANDAR
Area Perimetro Excentricidad Eje mayor Eje menor
A. lumbricoides 2036.2233 118.0005 0.1013 15.1323 9.2041 0.54416708
Taenia sp. 1361.8379  72.0896 0.0792 11.6153 8.2089 0.30367531
Toxocara cati
H. nana
T. trichiura 692.5800 94.9100 0.0360 12.2400 5.2100 1.03500902
H. diminuta 4138.6022 190.1527 0.1359 21.6469 13.0337 0.69525087
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ANEXO 5. PRIMERAS GRAFICAS DEL CALCULO DE LAS CARACTERISTICAS DE
LOS HUEVOS DE HELMINTOS

Contraste

0%k

b
i
.

i
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AFE

textura del objeto.

HD Al i S TA T TT

Histograma en donde se muestra el contaste para el calculo de la
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Histograma en donde se muestra la energia para el calculo de la
textura del objeto, nétese el sobrelapamiento entre las especies.
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Histograma en donde se muestra la correlacién para el célculo de la textura del objeto,
es inminente la relacién entre todas las especies de huevos de helmintos con esta
caracteristica.

Homogenicidad

D03

Histograma en donde se muestra la homogenicidad para el célculo de la textura del

objeto.
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Compacidad
35 T T - T
8 o e R O B KB A T S R M 43 3 B 5 0 A S SR MR A T R R M WA S -
25F----iin TS S s saved il LS Elapanaan e S
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05 1 | 1 |
A. lumbncoides Taenia sp. T. tnchuns H. diminuta

Gréfica de identificacion por compacidad de las especies de huevos de
helminto. Esta caracteristica muestra que no es relevante para poder diferenciar a las

especies
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ANEXO 6 TIPOS DE AGUA RESIDUAL

Total Tabla 9.
Agua tipo |

huevos/muestra

SM

HN

HD

TA

TT

TX

Ali

Alf

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32
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Total Tabla 9.
Agua tipo |

HD HN SM

agua tipo 2
TA

Ali  TX TT

Alf

huevos/muestra

0| nulo

10

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32

33
34

35
36

37
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208

10

13

12

12

10

31

11

109

38
39

40

41

42

43
total

Total Tabla .
Agua tipo |

HD HN SM

agua tipo 3
TA

Ali  TX TT

Alf

huevos/muestra

10
11
12
13

14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
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10

10

28

21

11

34

14

10

10

170

31

32

33
34
35
36

37

38
39
40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52

53
Total
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ANEXO 7. IMAGENES POST-PROCESAMIENTO DE LOS HUEVOS DE HELMINTOS
(SOFTWARE DESARROLLADO).

Taenia sp. w
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