COMPUTACION E INFORMATICA

Recibido 28 Ago 2016 ReCIBE, Ao 6 No. 1, Mayo 2017
Aceptado 12 Mar 2017

Simulacion y Conteo de Unidades
Formadoras de Colonias

Simulation and Counting of Colony-Forming Units

Erika P. Sdnchez F.
erikasafe@gmail.com

Ddmaris NUnez R.!
damaris1782@gmail.com

Roberto O. Cruz L.
robanac@gmail.com

Mayra A. Torres H.]
matorres.26@gmail.com

Elsa V. Herrera M.!
veronica_gfo@hotmail.com

'Unidad Profesional Interdisciplinaria de Ingenieria
Campus Zacatecas, México

97


mailto:erikasafe@gmail.com
mailto:damaris1782@gmail.com
mailto:robanac@gmail.com
mailto:matorres.26@gmail.com
mailto:veronica_qfb@hotmail.com

Resumen: Este articulo plantea el diseno e implementaciéon de una
aplicaciéon moévil que mediante un sistema de vision por computadora
permite realizar el conteo de colonias de bacterias en cultivos
microbianos disminuyendo significativamente el tiempo de la
cuantificaciéon y generando un método estdndar de conteo para
dispositivos moviles con sistema operativo Android. Asi como un simulador
de colonias de bacterias que permite generar muestras controlando
pardmetros de crecimiento de bacterias con el fin de ayudar a probar la
eficiencia de la aplicacion de conteo de colonias de bacterias.

Palabras clave: Android, aplicacion movil, conteo microbioldgico, visidn
por computadora

Abstract: This arficle proposes the design and implementation of a mobile
application using a computer vision system that allows counting bacterial
colonies in microbial cultures, decreasing significantly the time of
quantification and generating a standard counting method for mobile
devices running Android OS. As well as a bacterial colony simulator that
allows generating samples controlling bacterial growth parameters in
order to help to test the efficiency of the bacterial colony count
application.

Keywords: Android, Mobile Application, Microbiological Counting,
Computer Vision

98



1. Introduccion

El area microbiolégica forma parte de las actividades cotidianas, diariamente
los microorganismos los encontramos participando de manera benéfica y
perjudicial, desarrollando diferentes papeles. En el area bioldgica, una de las
tareas es el aislamiento y la identificacion. Dependiendo del tipo de muestra y
analisis es necesario conocer el numero de unidades formadoras de colonias
(UFC) presentes, este numero es tomado en cuenta para cumplir los
estandares establecidos bajo normatividad en el area de los alimentos, en el
area de salud, analisis de agua, aire y suelo entre otros. Para estos analisis los
expertos de estas areas realizan conteos manuales o muy rudimentarios que
consumen grandes cantidades de tiempo con resultados que varian segun
quien realice el conteo.

Este trabajo de investigacion se ha planteado para el area de los alimentos
debido a que, a pesar de ser una fuente de nutrientes, a menudo constituyen
un medio de cultivo ideal para la multiplicacion microbiana. Desde el punto de
vista sanitario, los alimentos pueden ser vehiculos de infecciones o de
intoxicaciones graves, provocando las Enfermedades Transmitidas por los
Alimentos (ETA) que constituyen un gran problema de salud publica.

De acuerdo a la importancia de estos microorganismos causantes de
importantes ETA, los laboratorios se ven en la necesidad de aplicar distintas
técnicas para el aislamiento y conteo de microorganismos presentes en los
alimentos, sin embargo, para la identificacion se tienen que realizar pruebas
con multiples muestras, estos procedimientos de rutina suelen consumir mucho
tiempo y reactivos ya que para la identificacion los microorganismos se deben
sembrar en varios medios de cultivo para distinguir la bacteria de interés y
realizarse por duplicado o triplicado para obtener una mayor confiabilidad en
los resultados.

En este trabajo se propone un simulador de colonias de bacterias con el fin de
controlar algunos parametros que afectan al crecimiento de las bacterias, para
asi generar imagenes de muestras controladas y realizar pruebas utilizando
una aplicacion movil para automatizar la cuantificacion de colonias de bacterias
en placas de cultivo mediante un sistema de vision por computadora, en el que
se recorta la imagen, se convierte a escala de grises, se mejora el contraste y
se segmenta la imagen para poder realizar el conteo.
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2. Tecnicas de Aislamiento de
Microorganismaos y Factores de
Crecimiento

Para estudiar las caracteristicas fisicas, quimicas y fisiolégicas de una bacteria,
se necesita que ésta sea aislada en cultivo puro, y el aislamiento en caja Petri
es el primer paso para ello. Una vez que ha sido preparado un medio de
cultivo, puede ser utilizado para ser inoculado y a continuacion incubado en
condiciones que favorezcan el crecimiento microbiano. Existen varias técnicas
para lograr el aislamiento bacterias, las mas utilizadas son Estria Cruzada,
Diluciones, Vaciado en Placa y Extension por Varilla.

Los nutrientes requeridos por las bacterias que se cultivan se encuentran
contenidos en los medios de cultivo. Los medios de cultivo son las soluciones
nutritivas que se utilizan en el laboratorio para el cultivo de microorganismos.

La NOM-065-SSA-1993 que establece las especificaciones sanitarias de los
medios de cultivo, los clasifica de acuerdo a su uso (Diario Oficial de la
Federacion, 1995):

e Medios Selectivos

e Medios Selectivos por Enriquecimiento

e Medios Diferenciales

Las colonias de bacterias que se obtienen mediante el uso de estas técnicas
en estos medios pueden ser estudiadas en cuanto morfologia colonial,
identificacion, crecimiento y actividad metabdlica de la bacteria.

3. Método Tradicional de Conteo

Cuando se desea cuantificar el niumero de bacterias presentes en multiples
muestras, los procedimientos de rutina suelen consumir mucho tiempo. En ese
periodo las muestras podrian sufrir modificaciones en su poblacion (Corral-
Lugo, 2012).

La cuantificacion de microorganismos es un elemento critico en los estudios de
ecologia microbiana y microbiologia clinica. No solo es importante conocer al
responsable de un efecto benéfico o identificar al microorganismo potencial de
causar alguna infeccion severa, sino también es importante saber el niumero de
microorganismos implicados, para establecer si éstos seran capaces de
desarrollar una funcién benéfica o perjudicial (Corral-Lugo, 2012).
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Existen diferentes tipos de métodos o técnicas para la cuantificacion de
microorganismos, las cuales se describen a continuacion:

3.1 Método de recuento en placa

Consiste en realizar diluciones seriadas 1:10 y extender 0.1 mL de cada
dilucion en una placa; las placas se incuban hasta que las colonias son
apreciables para su recuento. Esta metodologia tiene la ventaja de tener un
buen limite de deteccion, sin embargo consume mucho tiempo durante los
plaqueos; en el caso de realizar el recuento de bacterias a partir de muestras
cuya poblacion se desconoce se requiere realizar el extendido de siete
diluciones y la muestra original (para cada conteo) lo que significa consumir
ocho placas de cultivo y alrededor de 25 minutos para los plaqueos, sin tomar
en consideracion repeticiones (Ortega Olguin, 2014).

La norma oficial mexicana NOM-092-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Método
para la cuenta de bacterias aerobias en placa (Diario Oficial de la Federacion,
1995) sugiere utilizar las siguientes herramientas para el conteo de colonias de
bacterias:

e Contador de colonias de campo obscuro, con luz adecuada, placa de
cristal cuadriculada y lente amplificador: Esta disefiado para el conteo
rapido y preciso de las colonias de bacterias y moho en placas de
cultivo. Permite el conteo de las colonias por cada pulsacion del
contador quedando grabado en la pantalla digital.

e Registrador mecénico o electrénico: Combina la funciéon de contador
electrénico por presion, con el marcaje mediante el marcador indeleble,
impidiendo un doble conteo.

3.2 Sistema Petrifilm

Es un sistema de siembra todo-en-uno. Los ingredientes varian de una placa a
otra dependiendo de los microorganismos de interés. En lugar de una placa de
Petri, Petrifilm hace uso de pelicula de plastico delgada como soporte del
medio de cultivo, generalmente, comprende un agente gelificante soluble en
agua fria, los nutrientes y los indicadores para la actividad y la enumeracion.
Después de la incubacion, las colonias tipicas se pueden contar ya sea
manualmente (facilitado por la rejilla en el fondo de la pelicula y de colonias de
color caracteristico) o automaticamente (Ortega Olguin, 2014).
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4. Simulador de Colonias de Bacterias

El propésito del simulador de colonias de bacterias es generar imagenes
controladas de bacterias. Este simulador es una aplicacion de escritorio que
ayuda a realizar las pruebas de eficiencia de la aplicacion de conteo
automatico de colonias de bacterias.

4.1 Esquema General de Funcionamiento

PP Generacion oy
Adquisicion L i Obtencion de
de los parametros G,e“e' acion de de colonias muestra simulada

S ik caracteristicas de de bacterias en (1
do sinmiacidn las bacterias osiciones R
POsICI0r formato PNG)

aleatorias

Figura 1. Esquema general secuencial de funcionamiento

La Figura 1 describe el funcionamiento general del simulador de colonias de
bacterias. Para generar una muestra se deben obtener los siguientes
parametros de simulacion:

Numero de colonias de bacterias

Numero de muestras (imagenes) a simular

Medio de Cultivo

Bacterias

4.2 Simulacion de Caracteristicas de Colonias de Bacterias

Con el proposito de hacer una simulacion mas cercana a la realidad, se
seleccionaron cuatro de las bacterias mas patdogenas de los alimentos, esto
porque son microorganismos muy utilizados en laboratorios de microbiologia y
las caracteristicas morfologicas de las colonias de estas bacterias no son muy
parecidas entre si. Las bacterias utilizadas en el simulador de colonias de
bacterias son las siguientes:

Escherichia coli

Salmonella typhimurium

Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

Las caracteristicas morfolégicas mas representativas de las bacterias Las
caracteristicas seleccionadas son las siguientes:

e Color

e Tamano
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Dentro del area de microbiologia existen diferentes tipos de medios de cultivo
para diferentes tipos de pruebas con distintos microorganismos.

Dichas caracteristicas cambian segun el medio de cultivo en el que se
encuentra la bacteria por lo que éste es fundamental para realizar la simulacion
de manera exitosa, asi que este simulador de colonias de bacterias sélo trabaja
con dos tipos de medio de cultivo:

e Medios Selectivos: Contienen sustancias que impiden el desarrollo
de algunos microorganismos, pero en una flora mixta permiten el
aislamiento y recuperacion del germen o grupo de gérmenes de
interés

e Medios diferenciales: Contienen indicadores de acido base, redox o
sustancias que detectan cambios en el medio o en las caracteristicas
tipicas de la colonia.

. '
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S

Staphylococcus aureus Escherichia coli Salmonella typhimurium Escherichia coli
Medio de cultivo Salmonella typhimurium Medio de cultivo Salmonella tphimurium
Baird Parker Medio de cultivo Verde Brillante Medio de cultivo
Verde Bnllante

,"".'

".'
r
Escherichia coli Escherichia coli Baclllus cereus Salmonella typhimurium
Medio de cultivo Medio de cultivo Medio de cultivo Medio de cultivo
EMB Verde Bnillante Yema de Huevo Salmonella-Shigella

Figura 2. Diferentes tipos de muestras generadas con el simulador

En la figura 2 se observan diferentes muestras simuladas, las cuales son
imagenes de 300x300 en formato PNG. Las colonias de bacterias se generan
de manera aleatoria y verificando que éstas no se sobrepongan entre si dentro
de una elipse, simulando la caja Petri, esto con el fin de ayudar a la aplicacion
de conteo al momento de recortar la foto y obtener el numero de UFC
presentes en la muestra.
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5. Estructura de la Aplicacion de Conteo
de UFC

La aplicacion se puede ejecutar en dispositivos moviles con las siguientes
caracteristicas minimas:

e Sistema operativo Android version 4.1+
e Memoria RAM de 1Gb
e Procesador 1.2GHz

5.1 Esquema General de Funcionamiento

{ N
Preprocesamiento

Recorte

Filtrado ‘

Mejoramiento

Segmentacion

. J

Figura 3. Esquema general secuencial de funcionamiento

5.2 Adquisicion de la Imagen

‘ v a7 |n|s]
2 5 8 (12|
3 ‘T‘A:Ait\‘ 2 |
10 .7137'714 177 :4 |
;; ‘721 | 2)7 267 30 “
| ) | !

Musstra st ispositi Digitalizacion
caja petri Dispositivo v

Figura 4. Esquema del funcionamiento de la etapa de adquisicion de datos

En la figura 4 se muestra el diagrama del proceso de adquisicion de la imagen
de la aplicacion, donde se muestra como el dispositivo toma la imagen y la
digitaliza en RGB para un futuro pre-procesamiento.
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5.3 Pre-procesamiento

Con el afan de contribuir a que la aplicacion logre resultados satisfactorios en
la etapa de conteo de colonia de bacterias, se disefia e implementa una etapa
de pre-procesado de las imagenes, el objetivo principal es generar un
acondicionamiento para reducir el nivel de ruido y aumentar las posibilidades
de un conteo exitoso. Por otra parte, una desventaja clara es la variedad de
capacidades de procesamiento que presentan hoy en dia los dispositivos
moviles, es por eso que el procesamiento tiene que ser disefiado de la mejor
manera para que pueda ser ejecutado por la mayoria de los dispositivos.

Dicha etapa consiste en la aplicacion ordenada de algoritmos de filtrado y
mejoramiento de imagenes existentes, donde cada uno de ellos cuenta con un
objetivo bien definido.

Descripcion del Pre-procesado de la imagen.
El acondicionamiento de la imagen es realizado en 4 etapas: recorte, filtrado,

mejoramiento y segmentacion. En la Tabla 1 se explica cdmo se realiza cada
una de las etapas

Etapa Descripeion Fezultado

El conteo de colonias de bacterias se concentra sole en el contenide del recipiente, por lo tante,
las dreas referentes al exterior ne zon de utilidad v tiensn que ser excluidas para evitar que

Recorte zporte informacion de no interés en la etapa de conteo.

Figura 5

Dentro de 1z captura v digitalizacion de las imazenss las muestras son almacenadas en modelo
de color RGEB (L. Saphiro, 2001}, la informacidn almacenada en los distintos canales de color

Filtrado Fojo, Verde v Azul no es necesano utilizarla en su totalidad ya que se pusde traducir en
procesamiento excezive. En esta etape de filtrado se propone un cambio de escala en los
valores de cada pixel, convertir de una representacion F.GB a Escala de Grnses. Todo esto
zyvuda & reducr lz cantidad de informacion a procesar a future v facilita la etapa de
segmentacion.

Figura &

Dentro de esta etapa nos enfocamos en el mejoramiento del contraste con el fin de aumentar
la difsrencia entre lzs colonizs de bacterizs v el fondo del recipiente, podriamos esperar la
generacion de una busna etapa de segmentacion 2 raiz de aplicacidn de una mejora del
contraste. La técnica implementada fiue Expansion Lineal del Histograma (L. Deligianmidizs,
2015), dicho proceso se basa en unz transformacion en los niveles de color de gris, se realiza
unz distribucion lineal de los valores que se encuentren dentro del rango de 0a 235,

Figura 7

hdejoramiento v Figura

Previamente al conteo es necesario resaltar completaments las colonias de bacterias con
Seomentacion respecto al fondo de la caja Petri, para esto, s= aplica la técnica de binarizacion automatica de
= MNoboyuki Otsu (Wobwuyuki, 1979) a2 la imagen obtenida en la etapa de mejoramiento. el
chjetive principal s poder generar una discriminzacion suficients para detectar v segmentar a

las colonias.

Figura &

Para contabilizar el mimero de colonizs de bacterizs en la imagen se utiliza el método de Eunler
(Fuente Lopez, 2012), donde, la imagen segmentada, se mvierte v etiqueta. En el proceso de
imwversion, las colonias gue estaban en negro se transforman a blanco. Lusge en la fase de
etiquetado, se asignan etiquetas a todos los objetos encontrados en lz imagen inversa. Estos
nuevos objetos seran ahora las colomias de bacterias. El fondo de la imagen no se etiquetara
como colonia de bacterizs porque tendri un coler diferente, en este caso blanco. Por tanto, el
nimero de colonias de bacterias sera ignal al mimero de etiquetas obtenidas.

Contzo Figura 10

Tabla 1. Descripcion de las etapas de pre-procesamiento de la imagen

105



Figura 5. Imagen capturada por el dispositivo movil (izquierda) e imagen

resultante en la etapa de recorte (derecha)

Figura 6. Imagen original (izquierda) en formato RGB e imagen resultante en
escala de grises (derecha)

J

Figura 7. Imagen original (izquierda) y su histograma de niveles de colores de
grises (derecha)

BT

Figura 9. Resultado obtenido de la implementacion de binarizacion automatica
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Figura 10. Resultado obtenido del proceso de inversion para realizar el conteo

6. Resultados

A continuacion, se presentan los resultados de los conteos de colonias de
bacterias a partir de muestras generadas en el simulador de colonias
alcanzados con la aplicacion propuesta y las siguientes dos aplicaciones de
conteo seleccionadas en el mercado (Tabla 2):

Nombre Tipo de Sistema Operativo Area de Aplicacion
Aplicacién

CFU Scope Mowil 108 hlicrobiologia
Version 1.3.0

APD Colony Mowil Android hlicrobiologia
Counter Lite
Versién 1.0.0

Aplicacion propuesta Mowil Android hlicrobiologia
Versién 1.0.0

Tabla 2. Descripcion de las aplicaciones seleccionadas

La Figura 11 muestra diez imagenes generadas con el simulador de colonias
de bacterias de una muestra mixta de las bacterias Escherichia coli y
Salmonella typhimurium. Las primeras cinco muestras son en medio de cultivo

EMB vy las restantes en medio de cultivo Verde Brillante.
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Muestra Simulada 1  Muestra Simulada 2 Muestra Simulada 3 Muestra Simulada 4  Muestra Simulada 5
53 UFC 81 UFC 123 UFC 38 UFC 214 UFC

Muestra Simulada 6 Muestra Simulada 7 Muestra Simulada 8 Muestra Simulada © Muestra Simulada 10
27 UFC 73 UFC 46 UFC 96 UFC 96 UFC

Figura 11. Muestras generadas con el simulador

Los resultados alcanzados al hacer los conteos automaticos con
aplicaciones mencionadas anteriormente se muestran en la Tabla 3:

huestra A?mmn}- CET Scope '%Eé:ig;;

53 UFC Simuladas 48 50 33
§1 UFC Simuladas 72 11 81
123 UFC Simuladas 113 a8 122
38 UFC Simuladas 21 38 38
214 UFC Simuladas 163 210 213
27 UEC Simuladas 0 26 7
73 UFC Simuladas 2 70 72
44 UFC Simuladas o 43 46
96 UFC Simuladas 41 89 05
222 UFC Simuladas 134 229 a2

las

Tabla 3. Resultados del conteo automatico a partir de imagenes generadas en el

Simulador

Se pueden observar en la Tabla 3 los resultados del conteo de las aplicaciones
de los cuales se obtuvo el porcentaje de eficiencia en los conteos para cada

una de ellas de la siguiente manera:

Porcentaje de Eficiencia
__ ¥, nPorcentaje de PerdidalUFC

Donde:
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n es el nimero de muestras selecionadas

Porcentaje de Perdida de UFC
_ (UFC Simuladas—Conteo Automatico de UFC)=100

UFC Simuladas

Teniendo que la aplicacion propuesta tiene un porcentaje de efectividad de
conteo del 98%, la aplicacion APD Colony Counter del 32% y la CFU Scope del
46%.

Lo que permite establecer que la aplicacion propuesta obtiene el mejor
resultado de efectividad, por lo que el procesamiento de la imagen y el
algoritmo de conteo de la aplicacién propuesta es eficiente.

/. Conclusiones

Un buen pre-procesamiento en la imagen funge un papel muy importante
dentro de la aplicacion, ya que este ayuda a tener mejores resultados que si se
procesara la imagen tal y como se obtiene en la etapa de adquisicion.

La aplicacion movil puede trabajar en cualquier laboratorio de microbiologia
gracias a que sigue las normas y estandares con las que se rigen los
laboratorios al momento de trabajar con cultivos en placa.

Estas muestras simuladas no pretenden sustituir las muestras experimentales,
ya que al momento de trabajar en un laboratorio de microbiologia existen
infinidad de variables que pueden afectar al comportamiento y crecimiento de
los microrganismos.

Las simulaciones soélo se utilizaron para realizar las pruebas de efectividad de
los algoritmos de la aplicacion.
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