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Resumen

Las abejas polinizan una gran variedad de especies de plantas, incluyendo los cultivos
agricolas. Se estima que cerca del 30% del alimento consumido por la poblacion mundial
es derivado de cultivos polinizados por abejas. La infeccion por Nosemiasis es una de las
principales causas de la pérdida de colmenas a nivel mundial. Los métodos de laboratorio
para el diagnostico del nivel de infeccion por este microsporidio son lentos, caros y demandan
la presencia de un experto. Se propone un sistema automatico, confiable y econdémico de
cuantificacion de infeccion por Nosema, a partir del procesamiento digital de imagenes.

Con el uso de técnicas de segmentacion de imagenes, caracterizacion de objetos y conteo de
formas se han reproducido las técnicas de Cantwell y Hemocitdmetro de manera automatica.
Para el conteo de esporas se implementaron tres descriptores el tamafo, la excentricidad
y la circularidad, de manera tal que son invariantes a la escala y rotacion de las imagenes.
Se trabajé con un total de 375 fotografias agrupadas en carpetas de 5, las cuales fueron
previamente etiquetadas por un experto segun el nivel de infecciéon (muy leve, leve, moderado,
semifuerte y fuerte). Con ello se alcanzé un porcentaje de diagndstico correcto de infeccion del
84%.
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Abstract

Bees pollinate a wide variety of plant species, including agricultural crops. It is estimated that
about 30% of the food consumed by the world population is derived from crops pollinated
by bees.Nosemiasis infection is one of the leading causes of bee hive loss worldwide. The
laboratory methods for the diagnosis of the level of infection by this microsporidium are slow,
expensive and require the presence of an expert for spore count. It is proposed the creation of
an automatic, reliable and economical system of quantification of Nosema infection from digital
image processing.

Using the techniques of image segmentation, object characterization and shape counting, the
Cantwell and Hemocytometer techniques have been automatically reproduced. For the counting
of spores, three descriptors were implemented: size, eccentricity and circularity, in such a way
that they are invariant to the scale and rotation of the images. We worked with a total of 375
photographs grouped in folders of 5, which were previously labeled according to the level of
infection (very mild, mild, moderate, semi-strong and strong). The correct diagnosis rate was
84%.

Introducciéon

La apicultura (crianza y manejo de abejas meliferas) es una actividad que se realiza en casi todo
el mundo y que tiene una gran importancia ecolégica y socioeconémica para la humanidad. De
la apicultura se pueden obtener diferentes productos como: miel, polen, propdleos, jalea real,
cera, veneno, entre otros. Pero aun mas importante, las abejas polinizan una gran variedad
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de especies de plantas, incluyendo los arboles de los bosques y cultivos agricolas [1]. Se
estima que cerca del 30% del alimento consumido por la poblacion mundial es derivado de
cultivos polinizados por abejas [2]. Por tanto, la conservacion de estos insectos es vital para la
productividad de los sistemas agricolas y la dinamica de los ecosistemas [3].

Las abejas A. mellifera son afectadas por distintos agentes etioldégicos como virus, bacterias,
hongos y parésitos. Se han descrito mas de 35 enfermedades asociadas a esta especie de
abeja y la mayoria ocasiona dafios severos en la apicultura a nivel mundial [4]. En Costa Rica,
segun [5], las enfermedades de mayor prevalencia en las colmenas de abejas meliferas son
Loque Europeo (bacteria que afecta a las larvas), Varroosis (parasitosis causada por el acaro
Varroa destructor) y Nosemiasis o Nosemosis (provocada por el microsporidio Nosema spp.).
La Nosemiasis fue descrita por primera vez en el afio 1985 [6] y reportada como problema en
el 2009 cuando se descubrieron elevados niveles de infeccion [7].

La Nosemiasis es considerada una de las enfermedades de mayor impacto econdémico a nivel
mundial [8]. Esta enfermedad puede ser causada por dos especies de microsporidios, Nosema
apis y Nosema ceranae (Microspora, Nosematidae), los cuales forman esporas e infectan las
células epiteliales del intestino de las abejas adultas y esto se ha traducido en dafios cuantiosos
a las colmenas [9, 10, 11]. Estas esporas son ingeridas por las obreras jévenes al realizar
actividades de limpieza en panales contaminados, la reina se infecta a través de la jalea real de
abejas nodrizas enfermas y los zadnganos se contagian cuando reciben alimento contaminado
de las obreras. Cuando las esporas son ingeridas por la abeja, pasan rapidamente al intestino,
donde se multiplican de forma muy acelerada [8] provocando degeneracion del tejido digestivo,
desnutricidon, comportamientos desorientados y muerte prematura [12, 13].

Una fuerte infeccion por Nosemiasis provoca disminucion o no produccion de jalea real,
reduccion en la postura de huevos; esto claramente disminuye la poblacion de la colmena y por
ende su pérdida [8]. Segun todo lo expuesto, esta enfermedad repercute de manera negativa
sobre la diversidad de las especies vegetales, la productividad de los cultivos y la produccion
de miel y derivados [14]. Por lo tanto, resulta de vital importancia contar con una herramienta
moderna, eficiente, confiable y econdmica que permita diagnosticar el nivel de infeccion
presente en una colmena.

Materiales y métodos

Muestreo y captura de fotografias

Identificacion del agente

Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), en algunos casos muy severos las
abejas muestran signos claros de infeccion [8, 13, 15]. Sin embargo, la mayoria de las colonias
no los muestran, ni siquiera cuando el nivel de infeccidn es suficiente como para causar
pérdidas significativas en la producciéon de miel y en la eficiencia de la polinizacion [16].

Por lo anterior, s6lo se puede realizar un diagnoéstico exacto de Nosemiasis mediante el examen
microscopico del abdomen o ventriculo de la abeja adulta, ya sea por medios moleculares o por
microscopia electrénica de transmision [17].

Los examenes microscopicos (a 400 aumentos) de los contenidos abdominales de las
abejas afectadas revelaran la presencia de las esporas ovales de Nosema spp., que miden
aproximadamente 5-7 x 3-4 um, con un contorno oscuro. Nosema ceranae es ligeramente mas
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pequefa, pero es dificil distinguir entre especies empleando la microscopia optica, sobre todo
porque pueden ocurrir infecciones mixtas [18].

Pruebas de laboratorio para el diagnéstico de Nosemiasis

Para determinar la presencia de Nosemiasis, se debe obtener una muestra de abejas de la
entrada (piquera) de la colmena, lo cual garantiza abejas de edad avanzada en las que hay
una mayor probabilidad de determinar la infeccion [9, 17]. Existen varios métodos de laboratorio
que son utilizados actualmente para el conteo de esporas y la determinacion del nivel de
infeccion por Nosemiasis de la colmena. En este articulo se exponen el método de Cantwell y
Hemocitometro pues fueron los utilizados en la etapa de captura y etiquetado de muestras [16,
18]. Es importante mencionar que también es muy utilizado el método de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), el cual consiste en pruebas de ADN para discriminar las esporas, mas
este no fue considerado debido a los objetivos y alcance de este articulo (puede verse [19, 20]
para ampliar).

Meétodo de Cantwell

En [21] se describe el método de Cantwell. El proceso seguido en este proyecto fue tomar 30
abejas adultas por muestra y colocarlas sobre un papel absorbente. Luego, se separaron los
abdoémenes de las abejas, los cuales fueron colocados en un mortero donde se maceraron.
Se afiadid 1.0 ml de agua destilada por cada abdomen, es decir 30 ml en total. El macerado
se agitd por un minuto para homogenizar, luego se colocd una gota de la suspension en un
portaobjetos. Al final de este proceso los abddémenes macerados estuvieron listos para la toma
de fotografias a través del microscopio a un aumento de 40x. En total se sometieron a este
proceso un total de 75 muestras, 1o que equivale a 2250 abejas adultas.

{ 0.04 square mm
L~

3mm

Figura 1. Blogues utilizados para conteo de esporas en un hemocitémetro.

Metodo del Hemocitometro

La segunda etapa consistié en contar el nUmero de esporas en la muestra con el proposito de
cuantificar el nivel de infeccion mediante el método del hemocitometro. El liquido sobrenadante
de la muestra se agitdé de manera mecéanica con una micropipeta para homogenizarlo, se tomd
una alicuota de 10 pl, se colocd en el hemocitémetro por dos minutos con el fin de que las
esporas sedimentaran. Segun este método deben contarse todas las esporas enmarcadas
por lineas dobles, incluyendo en el conteo a todas las que toquen las lineas dobles del lado
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izquierdo y superiores de cada bloque, pero no las que toquen las lineas dobles inferiores y
las del lado derecho del blogue. Esto se hace Unicamente en cinco de los veinticinco blogues
centrales (ver figura 1), especificamente los cuatro bloques de las esquinas y el central.

Segun [21], para determinar el nivel de infeccion de Nosemiasis en una colmena debe utilizarse
la siguiente formula:

4-10°N
—_—=n
80
donde N es el numero total de esporas contadas en los cinco bloques y n es el numero de
esporas por abeja que se contrasta en la tabla Jaycox (cuadro 1).

El conteo se registréd con la toma de fotografias y la creacion de carpetas con las fotos de
los bloques utilizados, cada carpeta se identificd con una etiqueta con el nivel de infeccion
diagnosticado por los expertos. En el muestreo total de 75 carpetas se tiene una coleccion de
375 fotografias.

Cuadro 1. Tabla de Jaycox para determinar el nivel de infeccion (N/) de la Nosemiasis en las abejas.

NI n
Muy leve 104 - 10°
Leve 108 - 5x10°
Moderado 5x106- 107
Semifuerte 107 - 2x107
Fuerte Superior a 2x107

Fuente: Molina et al. 1990

Es imprescindible indicar que este procedimiento resultd laborioso, lento y demanda experticia
de la persona que observa la muestra (por la apariencia de las esporas, estas pueden
confundirse con levaduras, esporas fungicas, cuerpos grasos o quistes de Malpighamoeba
mellificae (Amebiasis) entre otras estructuras).

Sistema automatico de cuantificacion de infeccion

Con el objetivo de diagnosticar de manera confiable y eficiente, el nivel de infeccién por
Nosemiasis en una colmena a partir de fotografias, se decidio replicar el proceso realizado
por los expertos. Es decir, a partir de las fotos de los cinco blogues se realizé el conteo, luego
se utilizo la tabla Jaycox para discriminar el nivel de infeccion. El proceso completo se dividié
en tres etapas: toma de muestras y fotos, segmentacion de las imagenes e implementacion y
ajuste de descriptores para el conteo de las formas que corresponden a esporas. Para validar
los resultados se utilizaron imagenes independientes de las usadas en el entrenamiento y se
contrasto la decision del algoritmo con la previamente hecha por los expertos.

Segmentaciéon de imagen

Las técnicas de segmentacion de imagenes referidas a umbralizacion, histogramas, uso de color,
binarizacion entre otras, son ampliamente tratadas en muchas investigaciones, por ejemplo [22,
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23, 24, 25, 26]. La figura 2 muestra dos fotografias tipicas obtenidas del microscopio, en ellas se
nota con claridad que hay mucho ruido (elementos presentes en la foto que no corresponden a
esporas de Nosema), ademas, por la similitud de las esporas con el fondo se concluyé que el
color no es un buen discriminador.

g 0

Figura 2. Imagenes obtenidas del microscopio previo a proceso de segmentacion.

El primer paso consistid en binarizar la imagen, para esto se utilizaron herramientas bastante

conocidas (umbralizacién por Otsu, operadores morfolégicos y deteccion de bordes) [23, 24,

25, 26, 27]. Se tomd la decision de ajustar el valor del umbral dado por Otsu de modo que fuese

mas sensible a valores oscuros, esto porque las esporas apenas se distinguen del color del
u

fondo. Se utilizo la formula U1 = Utk donde u es el valor dado por Otsu, ul es el valor ajustado
y k una constante obtenida de forma empirica.

Es importante destacar que el ajuste realizado tiene como resultado la presencia de una mayor
cantidad de formas que no corresponden a las esporas. Esto se consideré necesario porque en
los ensayos donde se utilizé el valor umbral sugerido por Otsu directamente, una gran cantidad
de esporas no se detectaron pues eran consideradas como fondo de la imagen. Se decidid
utilizar elementos estructurales de tamafio grande en los procesos de dilatacién con el objetivo
de rescatar las esporas que por similitud con el fondo se detectaron como objetos pequefios.

Al final del proceso de segmentacion se tiene una imagen binarizada donde las esporas de
Nosema (y una cantidad enorme de ruido) se han identificado como regiones en color blanco.
La siguiente tarea consistié en discriminar cuales de esas regiones blancas corresponde a
esporas para cuantificar el nivel de infeccion.
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Escala de grises

inversa Operadores
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Imagen Original

Imagen Segmentada

Figura 3. Esquema del proceso de segmentacion de imagen.

Uso de descriptores para conteo de esporas

En esta etapa se implementaron tres descriptores del objeto espora: el tamafio, la forma eliptica
y la circularidad. Es importante acotar que los descriptores fueron implementados de modo que
fuesen invariantes a la escala y rotacion de las imagenes.

Figura 4. a) llustracion del calculo de area por conteo de pixeles. b) Deteccion de bordes y célculo de la longitud
del lado del cuadrado.

Tamario. El tamafo de las esporas fue considerado el principal descriptor puesto que las
fotografias presentaron una cantidad importante de otros objetos mucho mas grandes que
estas. Aunque la discriminacion por tamafio da la impresion de ser simple, en vision por
computador no lo es. Existen dos cuestiones realmente importantes a considerar; el tamafio de
la espora respecto de la imagen depende de la escala de esta y la forma en como se mide el
tamafio en una imagen puesto que no hay sistemas de medidas tradicionales en ellas.

Se decidio utilizar el area (cantidad de pixeles) de las regiones en blanco como referencia de su
tamafio (ver figura 4 a), sin embargo aun se tenia el problema de la dependencia de la escala
de imagen.
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En [27] se hace referencia a los rangos del tamafio de los radios de las esporas de Nosema
(5-7 x 3-4um) y como puede apreciarse en la figura 1, también es conocida el area de cada
cuadrado del hemocitémetro (0.04 mm2). Considerando los valores minimos y maximos de la
espora [28] vy el hecho que esta tiene forma elipsoidal, se concluye entonces que el area de
una espora oscila entre 15m um? y 28m um?. Ademas, estos datos permitieron acotar el area de
las esporas entre 0.015 Py 0.44 P, donde | es el lado de uno de los cuadrados pequefos del
hemocitémetro.

Con el uso de deteccion de bordes y puntos esquinas se calculd el tamano, en pixeles, del lado
de un cuadrado (es la distancia euclideana desde dos puntos esquina, como se aprecia en
figura 4 b), y puesto que la relacion entre el area de las esporas y el lado del cuadrado debia
mantenerse, se logrd establecer un rango invariante a la escala para el tamafio de las esporas.

Excentricidad. Los referentes méas exitosos en la deteccion de esporas de Nosema u otras
formas similares [24, 25, 27, 29] tienen como principal referencia la forma de una elipse para
describir los objetos de interés. Especificamente en [30], los autores se olvidan de cualquier
otro objetivo y se dedican a contar elipses en las fotografias, esto bajo la premisa que las
esporas tienen esa forma.

A pesar de la importante cantidad de referencias en las que se sugiere que las esporas de
Nosema son elipsoidales, el proceso de segmentacion que se habia aplicado no permitié
asumir este hecho tal cual. Es decir, las esporas ciertamente tienen forma eliptica (esto se
utilizé en el calculo de su area), pero al utilizar un umbral en el proceso de binarizacion y luego
utilizar operadores morfolégicos generd, en muchos casos, que las esporas se deformaran (ver
figura 5). En el proceso se decidié sacrificar la forma en aras de una mejor deteccion; para los
objetivos de la investigacion es preferible detectar una zona “espora deforme” que tener una
coleccion incompleta de elipses perfectas.

d
Exc ==
d

Figura 5. Ejemplos de célculo de excentricidad de regiones 5
Dado este panorama no se abandond la idea de utilizar la similitud de las esporas con las elipses,
sino que se incorpord el uso de la excentricidad de la region detectada como descriptor de
espora. Este descriptor es invariante a la escala y a la rotacion, ademas permite incluir regiones
con formas similares a elipses. Durante el proceso de experimentacion se determinaron dos
cotas para las cuales una regiéon podria considerarse espora; fuera de ese rango la region
detectada se desecha por ser muy redonda o bien muy alargada.

Compacidad. Con la implementacion del tamafio y la excentricidad como descriptores de las
regiones que serian contadas como esporas, solo resta incluir un descriptor que descarte
formas un tanto cuadradas o con presencia de contornos irregulares. Se incluy6 para esto el
Factor de Compacidad (FC) o circularidad, el cual consiste en calcular un cociente entre el area
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y el cuadrado del perimetro [23, 24, 25, 31]. Ademas, el FC se dividié por 4 m de modo que la
circularidad de un circulo fuese 1y de esta forma tener una cota para discriminar regiones .

Para no viciar el efecto que tendria el uso del FC, en la etapa de preprocesado de la imagen,
se utilizd un elemento estructural en forma de diamante, con esto tanto la erosion como la
dilatacion de las regiones se suavizaron. Para el célculo del perimetro se contaron los pixeles
de cada regién que tuviese un vecino de color negro (ver figura 6), ademas, para calcular FC
se utiliza informacion sobre el area que se tiene disponible.

Figura 6. llustracion del perimetro de una espora de Nosema.

Implementacion del sistema para la cuantificacion de la infeccion

Una vez que se tienen la totalidad de imagenes, las técnicas de segmentacion identificadas
y programadas y los descriptores debidamente ajustados e implementados, se procedid a la
creacion del sistema que identificaria el nivel de infeccion de la colmena. En la figura 7 puede
apreciarse el esquema completo del sistema.

Diagnostico de |
nivel Infestacion

Figura 7. Esquema del sistema de diagndstico automatico del nivel de infeccion por Nosema.

En una carpeta se dispone de las cinco fotografias que han de ser procesadas, estas
corresponden a las mismas cuadriculas que se usan en el conteo manual. Cada imagen debe
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ser binarizada (Otsu, operadores morfolégicos, ajuste de parametros), luego esta imagen llena
de regiones blancas pasa a una segunda etapa donde cada region debe ser caracterizada
como espora de Nosema o no. En esta etapa primero se discriminan por tamano, luego segun el
valor de su excentricidad y por ultimo deben cumplir con las cotas de circularidad. Las regiones
gue cumplan con las tres requisitos son consideradas esporas (se pintaron de verde para poder
visualizarlas facilmente).

Con el conteo realizado en cada una de las cinco fotografias se procede a comparar con la
tabla Jaycox y finalmente se hace el diagnostico del nivel de infeccion.

Resultados y discusion

Como se ha mencionado anteriormente el proceso de validacion se realizd con imagenes
independientes a las utilizadas en la fase de entrenamiento. Cada grupo de fotos fue procesado
y diagnosticado con el sistema automatico, los resultados que se obtuvieron se contrastaron
con las etiquetas (muy leve, leve, moderado, semifuerte, fuerte) que los expertos habian
asignado de previo a cada grupo. De esta forma si el sistema acertaba la etiqueta del grupo
se consideraba el ensayo como exitoso, de no ser asi se consideraba un error del sistema.
Puntualmente se logré una cuantificacion de infeccion exitosa del 84%, esto significa que
solamente en el 16% de los casos se asignd un nivel de infeccidon que no correspondia de forma
directa con lo que los expertos diagnosticaron.

Cuadro 2. Proporcion de asignaciones automaticas exitosas segun nivel de infeccion.

Muy leve Leve | Moderado | Semifuerte Fuerte
Muy leve 0.8 0.2 0 0 0
Leve 0 1 0 0 0
Moderado 0 0.18 0.79 0.03 0
Semifuerte 0 0.12 0.08 0.8 0
Fuerte 0 0 0 0.6 0.4

Fuente. Elaboracion propia

El calculo directo de los aciertos parece sugerir que el margen de error es muy alto, sin
embargo si se revisa el cuadro 2 se notara que la diagonal principal de la matriz y sus vecinos,
contienen casi la totalidad de la muestra. Por ejemplo, en la tabla se indica que todos los casos
etiquetados como moderados, el 79% se identificé como tal; mientras que 18% se ubicd en
un nivel inferior (leve) y solo el 3% en el nivel superior semifuerte. Los niveles mas alejados no
tuvieron ninguna asignacion. Este comportamiento indica que los indices de infeccion sugeridos
por el sistema son exactos o al menos son cercanos a los etiquetados por los expertos.

Conclusiones y recomendaciones

La infeccion por Nosemiasis es una de las principales causas de la pérdida de colmenas o la
disminucion de su productividad. Existen métodos de laboratorio confiables para diagnosticar
el nivel de infeccion y asi poder tomar medias para mitigar los dafios a la colmena, sin embargo,
estos son lentos, caros y demandan la presencia de un experto.
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Con el uso de herramientas tecnoldgicas, algoritmos para procesamiento de imagenes vy la
caracterizacion de las esporas de Nosema se ha logrado implementar un sistema robusto de
diagnostico de infeccion automatico. Los descriptores tamafio, excentricidad y circularidad
funcionaron de buena forma en la discriminacion de objetos considerados esporas.

El porcentaje de éxito del sistema se ha considerado alto (84%) en relacion a los consultados
en las referencias, principalmente por la cantidad de fotografias utilizadas en el proceso
de validacion y por la exigencia puesta en la identificacion de las esporas. En [30] y [31]
se mencionan porcentajes mas altos, sin embargo en uno de ellos se utilizé Unicamente 12
imagenes (con esta cantidad da la impresion que solo se trata de un proceso de entrenamiento,
de ser asi un alto porcentaje es engafnoso) y el otro utiliza imagenes donde las esporas estan
resaltadas del fondo y esto es un requisito muy alto para las fotografias.

Con la revision detallada del algoritmo se ha concluido, ademas, que la incorporacion de un
filtrado en la etapa de preprocesado que permita resaltar las esporas mejoraria el proceso de
deteccion y por tanto el conteo y diagndstico de infeccion.
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