ES 2753927 Al

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @NOmero de publicacion: 2 753927
@NOmero de solicitud: 201830982
Gint. cl.;
G02B 21/08 (2006.01)
GO6T 7/60 (2007.01)
@ SOLICITUD DE PATENTE Al

@ Fecha de presentacion:
10.10.2018

Fecha de publicacion de la solicitud:
14.04.2020

@ Solicitantes:

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS (CSIC) (55.0%)

C/ Serrano, 117

28006 Madrid ES y

UNIVERSIDAD DE CASTILLA LA MANCHA
(45.0%)

@ Inventor/es:

SANCHEZ BUENO, Carlos;

CRISTOBAL PEREZ, Gabriel;

RUIZ SANTAQUITERIA ALEGRE, Jesls y
BUENO GARCIA, Gloria

Agente/Representante:
PONS ARINO, Angel

Tl'tulo: SISTEMA Y METODO DE IDENTIFICACION DE PARTICULAS EN MICROSCOPIA DE

TRANSMISION

@Resumen:

Sistema y método de identificacion de particulas en
microscopia de transmision

La presente invencién se refiere a un sistema
automatico, programable y adaptativo de bajo coste
que permite llevar a cabo el flujo de trabajo completo
de un sistema bio-indicador desde la captura al
analisis y la identificacion de especimenes de interés.
En el caso del andlisis de diatomeas, el sistema
permitiria la determinacion de indices de la calidad del
agua. El objeto de la invencidn tiene aplicacion directa
en programas de analisis de imagen para
microscopia, analisis de imagenes médicas, imagen
forense, sistemas de monitorizacion de la calidad de
agua, teléfonos moviles, entre otras. Proporciona un
sistema de ayuda tanto para el experto como para el
usuario final en aquellas tareas relacionadas con la
identificacion taxondmica automatica de diatomeas
asi como en el calculo de indices bidticos en la
monitorizacién del estado ecoldgico de los rios.
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DESCRIPCION

SISTEMA Y METODO DE IDENTIFICACION DE PARTICULAS EN MICROSCOPIA DE
TRANSMISION

OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de la invencibn se enmarca en el campo de deteccion e identificacion de

especimenes biol6gicos mediante medios Gpticos.

Mas concretamente, el objeto de la invencién va dirigido a la evaluacién de la calidad biol6gica
actual en ecosistemas acuaticos; si bien el sistema es extensible a otros ambitos del area de

ciencias de la vida.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las diatomeas o Bacilarioficeas son un grupo de algas unicelulares distribuidas en una gran
variedad de ambientes acuéticos de todo el mundo. En la actualidad se han descrito mas de
100.000 especies diferentes. En Espafia se estan actualmente implementando en rios y lagos
redes de biomonitorizacion basadas en diatomeas, de acuerdo con los requerimientos de la
Directiva Marco del Agua de la Unién Europea (EC 2000), un marco legislativo destinado a
proteger y mejorar los sistemas acuaticos (rios, lagos, aguas subterraneas, aguas costeras y
de transicion) dentro de la Union Europea, estableciendo la necesidad, para los paises
miembros, de determinar el estado ecolégico de todas las masas de agua siguiendo criterios
cientificos comunes. Entre los grupos taxonémicos propuestos en el anexo V de la Directiva
para su uso como bioindicadores de la calidad del agua, se recomienda entre otros el empleo
de las comunidades fitobentonicas. Dentro del fitobentos, las diatomeas son el grupo
generalmente mas representativo, reuniendo una serie de particularidades que las convierten
en organismos idéneos para tal fin. El principal factor limitante para la consolidacion de las

diatomeas como indicadores ecoldgicos radica en la dificultad de su identificacion taxondémica.

El enfoque convencional en la identificacion taxondmica de diatomeas ha consistido
usualmente en su andlisis y cuantificacion mediante microscopia Optica; sin embargo existe
una necesidad de aplicar técnicas de reconocimiento automatizado para obtener herramientas

diagnésticas (redes de vigilancia ambiental, sistemas de alerta temprana) adecuadas para
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facilitar la gestion de los recursos hidricos y los procesos de toma de decisiones. En esta linea,
pero en otro ambito de aplicacion, cabe citar que Google Research acaba de proponer el
denominado microscopio de realidad aumentada (ARM) para la deteccion automatica de
cancer en donde a través de un proceso de entrenamiento basado en el denominado
aprendizaje profundo se le presenta en tiempo real de forma superpuesta al usuario (de ahi el
nombre de realidad aumentada) una informacion del grado de malignidad del tejido observado.
El sistema propuesto por Google aplica aprendizaje profundo en todas las etapas del proceso,
incluyendo la etapa de deteccidon de objetos. Sin embargo, el método aqui propuesto esta
orientado a proporcionar un sistema automatico de procesado de muestras y analisis digital y

no un sistema de realidad aumentada en tiempo real como el de Google.

Por otro lado, el analisis manual de imagenes de tales sistemas es poco practico; debido a la
enorme diversidad de este grupo de microalgas y su gran plasticidad morfolégica. Estas algas
resultan de gran utilidad en la monitorizacion de la calidad de las aguas, de ahi la importancia
gue la automatizacién de los procesos de analisis conlleva. Los nuevos sistemas de analisis de
imagen ofrecen una solucidon potencialmente ventajosa en comparacion con los métodos
manuales de conteo e identificacion. Ademas, existe la necesidad de implementar herramientas
de software robustas y flexibles para la clasificacion de imagenes de diatomeas, que permitan
el posprocesamiento de datos para la evaluacibn ambiental y otras aplicaciones. La
identificacion del tipo y nimero de diatomeas se realiza a través del célculo de indices de
calidad de agua, que proporcionan un valor numérico de la estimacion de la calidad de agua en
base a la presencia o ausencia y nimero de determinadas especies de diatomeas. Segun la
directiva europea se requiere la identificacion de un minimo de 400 valvas con objeto de poder
determinar un indice de calidad. Los tres indices mas utilizados en Europa son el IPS—indice
de Polluosensihilité Specifique, el TDI y el TI—Rott’s trophic index. El estado ecoldgico se
define a través de una escala de cinco estadios de calidad en funcion del grado de degradacion
(Alta-A, Buena-B, Moderada-MO, Deficiente-D, Mala-MA). Mas recientemente, y siguiendo
recomendaciones de directivas europeas (EC 2011), se propuso integrar los indices anteriores
en el denominado ICM— Intercalibration Common Metric—lo que permitié disponer de una
métrica comun para llevar a cabo comparaciones de las diferentes medidas tomadas en varios

paises del arco mediterraneo.

Las diatomeas constituyen el grupo mas ubicuo de algas unicelulares que juegan un papel
fundamental en los ciclos del carbono y del silicio. Su tamafio oscila entre las 2 micras hasta

los 2mm, midiendo en promedio entre 20-50 micras. Su esqueleto de silice les confiere una
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gran resistencia al calor a los &cidos y a la putrefaccion. Las diatomeas proporcionan
probablemente la herramienta mas versatil e importante en la biomonitorizacién de ambientes
acuaticos. Permiten detectar de una manera rapida los cambios en la quimica del agua
incluyendo los contaminantes, sirviendo por tanto como indicadores de alerta temprana,
mientras que los macrdfitos indican un deterioro mas persistente. Las diatomeas constituyen
uno de los indicadores mas faciles de muestrear desde arroyos, canalizacion urbana o

humedales.

Por otro lado, la recogida, preparacién y preservacion de las muestras son relativamente
simples, permitiendo obtener resultados reproducibles y comparables a largo plazo. En los
afios 90 las diatomeas se adoptaron como indicadores indirectos en el marco de la Directiva
2000/60/CE de la UE. Segun la directiva europea se requiere la identificacién de un minimo de
400 especimenes con objeto de poder determinar un indice de calidad (EC 2000). La
estimacion de la calidad de agua se realiza en base a la presencia o ausencia y niamero de
determinadas especies de diatomeas. Sin embargo, existe una necesidad de aplicar técnicas
de reconocimiento automatizado para obtener herramientas diagnosticas. Entre los métodos
previos propuestos en la literatura, cabe destacar los que se propusieron en el proyecto ADIAC,
en el que a partir de 37 especies se obtuvo un 96,9% de precision (du Buf 2002), o mas
recientemente en donde (Dimitrovski et al 2012) a partir de 38 clases se obtuvieron un 97,97 %
de precision, o el propuesto por (Lai et al 2016) en el que a partir de 14 clases proporciona un

94.7% de precision.

En general cabe sefialar que los métodos de identificacion desarrollados hasta el momento
s6lo son validos para un subconjunto limitado de especies. Por lo tanto, los resultados son

relativamente mediocres, disminuyendo el rendimiento al aumentar el nimero de especies.

Por otro lado, existen métodos alternativos de analisis basados en la generacion de codigos de
barras mediante DNA que en la actualidad presentan limitaciones a la hora de proporcionar
identificaciones a nivel de especie, teniendo por otro lado un coste mayor que los basados en

taxonomia (Stein 2014).

Se conocen desarrollos como el descrito en (Zheng 2017) donde se detalla un método para
separar y reconocer plancton utilizando un aprendizaje profundo en imagenes de plancton
microscopicas agrupadas o dispersas mediante el uso de una red neuronal convolucional

(CNN). El sistema proporciona la posicibn de los especimenes identificados mediante
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rectangulos, pero no se indica ni el nimero de especies analizadas ni la tasa de identificacion

obtenida.

De manera similar, el documento (Soh 2017) proporciona un método de clasificacion de
imagenes de plancton basado en una red neuronal convolucional de mediante la fusion de
multiples caracteristicas basadas en la extraccién de bordes y transformaciones de la imagen.
El sistema proporciona el porcentaje de la probabilidad de pertenencia a una determinada

clase, obteniendo tasas de clasificacion altas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto del objeto de la invencion se tiene un sistema que permite la evaluacion
global de la calidad biol6gica actual en diversos ecosistemas acuaticos utilizando indices
bidticos basados en la estructura de la comunidad de diatomeas. Para ello, se se seleccionaron
y procesaron mediante microscopia de campo claro las cien especies mas representativas de
las diferentes condiciones de calidad de agua. De cada especie se extrajeron un promedio de
cien especimenes que se dividieron en dos grupos para ser utilizados con posterioridad por los

clasificadores.

El objetivo del sistema objeto del primer aspecto de la invencién es el de proporcionar a los
gestores ambientales nuevos mecanismos de diagnostico del estado ecoldgico en las masas
de agua dulce, en cumplimiento de los requisitos establecidos por la Directiva Marco del Agua
de la Union Europea (DMA), asi como el disefio de procedimientos de evaluacién automatizada
gue permitan una biomonitorizacion mas eficiente de la calidad del agua. El sistema
desarrollado constituye una ayuda importante al desarrollo en la gestion sostenible del medio
ambiente y la proteccion de la biodiversidad en los ecosistemas acuaticos de toda Europa, y
podria dar respuesta a la actual problematica planteada a nivel ecoldgico, econémico y
sociolégico por los procesos de degradacion ambiental que afectan a muchos de sus cuencas
hidrogréaficas. Asimismo, dado su reducido coste econdémico el sistema seria accesible para

paises en desarrollo o emergentes como India, China o Brasil.

Por otro lado, el ambito de aplicacién del sistema desarrollado no se limita exclusivamente a la
evaluacion de la calidad del agua. La necesidad de implementar nuevas técnicas de
identificacion automatica se presenta en otros campos donde la identificacién de diatomeas es

una técnica rutinaria; como paleolimnologia, arqueologia, diatomologia forense, etc asi como
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en el andlisis de otro tipo de organismos acuaticos tales como las cianobacterias, los desmids o

los foraminiferos.

Asimismo, el sistema objeto de la invencién podria constituir una plataforma de analisis de bajo
coste en aplicaciones biomédicas tales como citologia, andlisis de biopsias en cancer de mama
0 prOstata, asi como la deteccion y conteo de parasitos en malaria en muestras de sangre. En
el caso de su utilizacién en otro ambito, sea biomédico, forense, etc, y en el supuesto de que
las muestras a analizar no se encontraran etiquetadas, seria aconsejable contar con la
asesoria de algun bidlogo, taxbnomo o médico que pudiera llevar a cabo dicha tarea. En caso
de no disponer de ningun experto, la ventaja de los métodos basado en el aprendizaje profundo
es que se podria usar un modelo previamente entrenado que ha aprendido buenas
caracteristicas generales y las aplica a nuestro propio conjunto de datos. Para otro tipo de
aplicaciones que requieran microscopia de reflexion como en la industria manufacturera,
inspeccion o control de calidad o en el caso de epifluorescencia de muestras biolégicas que
requieran iluminar la muestra por la parte superior, el sistema aqui propuesto se podria utilizar

sin mas que afadir un médulo adicional mediante impresion 3D.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de ayudar a una mejor
comprension de las caracteristicas de la invencion, de acuerdo con un ejemplo preferente de
realizacion practica de la misma, se acompafia como parte integrante de dicha descripcién, un

juego de dibujos en donde con caracter ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1.- Muestra un diagrama general del sistema de control, adquisicion y procesado de

imagenes considerado aqui.

Figura 2.- Muestra un esquema general del equipo desarrollado referido al primer aspecto de la

invencion.

Figura 3.- Muestra una fotografia del prototipo del sistema desarrollado.

Figura 4.- Muestra una grafica donde se representa el espectro del LED blanco utilizado en el

sistema objeto de la invencién.
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Figura 5.- Muestra la pantalla LCD, cable HDMI y adaptador 3D para su ubicacién en el plano

focal del condensador.

Figura 6.- Muestra una serie de imagenes capturadas por el prototipo. En la imagen se
presentan 100 especies diferentes de diatomeas. Objetivo Brunel DIN parfocal 100x (0.85 NA).
LED blanco (A=443nm).

Figura 7.- Muestra una imagen donde se aprecia un ejemplo de visualizacién en el visible
(A=443nm) y el UV (A=365nm) de la especie Amphipleura pellucida. Objetivo Brunel DIN
parfocal 100x (1.25 NA).

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

En un ejemplo de realizacion preferente, pero no limitativa, de un primer aspecto de la
invencién se tiene un un sistema de identificacion automéatica de particulas en microscopia de

transmisién como pueden ser las diatomeas.

Para la identificacion automatica y el recuento de diatomeas se requiere la obtencion de
suspensiones de frastulos (la cubierta de silice) libres de materia organica. La forma y
ornamentacién de los frastulos constituyen la base de la taxonomia de estas algas. Para la
captura de las imagenes se utilizé el microscopio de transmisibn monocular Brunel SP30 que
proporciona una iluminacion LED blanca (A=443nm) (ver Fig. 3). Para la visualizacion de las
muestras en el ultravioleta (UV), se sustituy6 el LED anterior por un otro con una longitud de
onda A=365nm) (Sanchez 2018). Como puede observarse en la Fig. 7, la utilizacion de
iluminacion UV permite observar las estrias de las valvas de la especie Amphipleura pellucida,
cosa que con la luz visible no es posible. Para conseguir niveles de resolucion similar o
mayores habria que acudir a la utilizacion de microscopios electronicos de barrido que tienen

un coste varios érdenes de magnitud superior.

Para la visualizacion de los especimenes se utiliz6 un objetivo estandar Brunel DIN parfocal
60x (0.85 NA). Para el control de los motores se utilizé una placa de Arduino Due. Para la
motorizacion en los ejes XYZ, se utilizaron tres motores NEMA 14HR08-0645. La adaptacion
de los motores XY a la pletina se efectué mediante un juego de poleas y correas, mientras que
en el eje Z se utilizé un acoplador 4mm-5mm junto con un adaptador de motores construido

mediante una impresora 3D. Para el cambio de objetivos se utilizé un motor NEMA 17H19-



10

15

20

25

30

35

ES 2753927 Al

2004S1 que se acopld a la torreta de los objetivos mediante un adaptador de torreta construido
mediante una impresora 3D. Para el soporte de los motores XY se construy0 una pieza
rectangular de aluminio que se uni6 a la pletina. Para el control de la iluminacion se utiliz6 una
pantalla Adafruit TFT de 1,8” con una resolucién de 160x128 que se ubicé en el plano focal del
condensador (Fig. 1). El control de dicha pantalla TFT es programable a través de la tarjeta

Arduino Due o bien de forma autonoma mediante una tarjeta Raspberry Pi Zero (Fig. 5).

El prototipo se ha montado en el interior de una caja de metacrilato de 6mm de espesor que
permite una proteccién completa frente a la radiaciéon UV asi como frente al polvo y suciedad
ambiental, habiéndose fijado en el interior de la pared vertical posterior de la caja la placa
controladora Arduino asi como la placa de procesado Jetson TX2. En la parte inferior de la caja
se habilité un espacio para ubicar las fuentes de alimentacion y el cableado. En el laboratorio
de la Unidad de Radiometria del Instituto de Optica se efectuaron medidas de calibracion de la
transmitancia espectral del metacrilato, pudiéndose verificar valores muy préximos a 0 en el
rango de longitudes de onda entre 288-380nm, por lo que el sistema proporciona proteccion
suficiente para poder trabajar en el ultravioleta. Para la captura de imagenes se utilizo la
camara DMK72 de Imaging Source (5Mpixel). La placa Jetson TX2 en la que se instald en
sistema operativo Ubuntu actlla como centro de procesado y control ya que se conecta a la
tarjeta Arduino a través de una conexién USB, permitiendo asimismo la visualizacion y
almacenamiento de los resultados obtenidos. Para la impresion 3D se utilizé una impresora BQ
modelo Witbox2 y filamento PLA de 1,75mm. Asimismo, se construyeron mediante impresion
3D diferentes adaptadores, filtros, soportes, etc no descritas aqui, pero cuyos disefios se
encuentran disponibles bajo demanda. La ventaja fundamental de la impresién 3D es que
permite disponer en un corto espacio de tiempo y a un coste reducido diferentes piezas
mecanicas cuyo coste seria varios ordenes de magnitud mayor si se construyeran a medida en
un taller mecanico. Otra ventaja importante es su adaptabilidad a diferentes configuraciones y

disponer de prototipos en un corto espacio de tiempo.

Las principales etapas necesarias para crear un conjunto de datos de este tipo son: seleccion
de especies, adquisicion de imagenes y etiquetado de datos. En relacidon con la toma de
muestras, se seleccionaron las 100 especies de diatomeas mas representativas en términos de
abundancia relativa y ocurrencia (Fig. 5). Las muestras fueron recogidas durante los afios
2003-2015 en la cuenca del Duero (Espafia) por el Dr. Saul Blanco (Univ. de Ledn). De cada
especie se seleccionaron 100 especimenes para cada clase que fueron recortadas y

etiquetadas por el citado taxbnomo.
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Por otro lado, cabe sefialar que se llevaron a cabo diferentes pruebas de verificacion en la
identificacion de las diatomeas que aparecen en la Fig. 6 mediante dos técnicas de analisis
alternativas:

A) En (Bueno 2017) se efectu6 una extraccion manual de descriptores y se aplico un
clasificador basado en B-DT (Bagged Decision Trees) obteniéndose un 98,11% de precision.

B) En (Pedraza 2017) se aplicaron técnicas de aprendizaje profundo mediante las
denominadas Convolutional Neural Networks (CNN), lo cual permiti6 mejorar la tasa de

clasificacion hasta el 99,51%.

En el sistema aqui descrito, se extrajeron un conjunto mas reducido de descriptores altamente
discriminantes basados en los descriptores elipticos de Fourier, congruencia de fase y
funciones de Gabor. A continuacién, se aplic6 un analisis discriminante (reduccién de
dimensionalidad) junto con un método de clasificacion no-supervisada (clustering) habiéndose
obtenido tasas de clasificacién por encima del 99% en distintos conjuntos de prueba que

incluian variaciones morfolégicas de los especimenes debidas al ciclo de vida de los mismos.

De esta manera se tiene que a partir de una captura imagenes por microscopio de transmision
mediante la utilizacion de un LED en el espectro visible generando unas imagenes de entrada,
éstas se procesan mediante una metodologia basada en la extraccién de caracteristicas
discriminantes basadas en los descriptores elipticos de Fourier, congruencia de fase y
funciones de Gabor, un andlisis discriminante para disminuir la dimensionalidad del espacio de
caracteristicas, y una clasificaciéon no supervisada mediante la obtencién de agrupamientos

(clustering).
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de identificacion de particulas en microscopia de transmision que comprende
un microscopio de transmision,

estando el sistema caracterizado por que comprende asociados a una unidad de
proceso:

a. un motor XY configurado para generar movimiento en el plano XY y un motor Z
configurado para generar movimiento en el plano Z,

b. un adaptador del motor XY a una pletina mediante un juego de poleas y correas,

c. un adaptador del motor Z preferentemente ubicado en uno de los mandos del
enfoque mediante un acoplador,

d. un motor paso a paso y un adaptador de torreta para girar la torreta de objetivos,

e. un adaptador de motores para fijar los motores XY al estativo del microscopio,

f. medios para el control programable de la iluminacion destinados a permitir la
obtencion de diferentes modalidades de visualizacion, y

g. unos medios de proteccion frente al ultravioleta que comprenden una caja de

metacrilato que impide el paso de luz UV.

2. Sistema segun reivindicacion 1 donde los medios de iluminacion estan constituidos por

LED en el UV, soporte 3D de sujecidn, controlador del LED y un potenciémetro.

3. Sistema segun reivindicacion 1 donde el motor Z comprende una lente sintonizable

eléctricamente (ETL) y una placa de control Arduino.

4. Sistema segun reivindicacion 1 donde los medios para el control programable de la

iluminacion pantalla de cristal liquido (LCD) controlada a través de un protocolo HDMI

para poder modificar la iluminacion incidente

5. Método de identificacion de particulas en microscopia de transmisién que hace uso del

sistema descrito en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, estando el

método caracterizado por que comprende:

a. una captura imagenes por microscopio de transmisién mediante la utilizacion de
un LED en el espectro visible generando unas imagenes de entrada, y

b. un procesamiento de las imagenes de entrada, basado en:

10
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extraccion de caracteristicas discriminantes basadas en los descriptores
elipticos de Fourier, congruencia de fase y funciones de Gabor,
realizacién de un analisis discriminante para disminuir la dimensionalidad
del espacio de caracteristicas, y

clasificacion no supervisada mediante la obtencién de agrupamientos

(clustering).

11
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resumen;
Y Péagina 1, linea 6 - pagina 4, linea 26; figura 1. 3
X BUENO, G. et al.: "Automated Diatom Classification (Part A): 5
Handcrafted Feature Approaches". APPL. SCI., 25/07/2017,
Vol. 7, Paginas 1-22 [en linea][recuperado el 08/10/2019], ver paginas 3, 12 y 13.
A EP 3367151 A1 (NIKON CORPORATION) 29/08/2018, 1,2,4
Todo el documento.
A BLANCO, S. et al. "Réponses de la communauté de diatommées épiphytes -
aux changements expérimentaux du réseau trophyque dans un lac peu profond
(Espagne)". Actes du 12eme colloque de 'ADLaP, Nantes, 10-15 septembre 2002,
21/05/2014, Paginas 288-303 [en linea][recuperado el 08/10/2019].
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X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita
Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
misma categoria de la solicitud
A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud
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Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

G02B, GO6T, GO1N

Bases de datos electrénicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, INSPEC
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