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Segmentation and 3D Reconstruction of
Microbial Biofilms

A. Bouchet, J. 1. Pastore, L. G. Di Meglio, L. Robuschi y V. Ballarin

Abstract— Capability of microbial biofilms to form biofilms is
really important in biotechnology industries, environmental
applications and medical applications. Therefore, the study of the
structure and development of these organisms is essential. In this
paper we develop and implement an algorithm, based on
Mathematical Morphology, to analyze the structure and growing
of microbial biofilms. This algorithm allows segmentation of a
stack of images acquired from in vivo observation of
microorganisms, using an inverted phase contrast microscope.
Finally, a 3D reconstruction for an efficient visualization of the
structure and topography of biofilms is done.
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1. INTRODUCCION

A MAYOR parte de los microorganismos se desarrollan

en interfases (sélido-liquido, liquido-liquido, so6lido-aire)
formando comunidades conocidas como “biofilms” o peliculas
biolodgicas [1].

Desde principios de la década de 1970, el interés en la
investigacion de biofilms y las tecnologias basadas en los
mismos ha ido en constante aumento [2,3]. Un gran nimero
de aplicaciones de microorganismos en biotecnologia resultan
mas eficientes cuando se utilizan biofilms como, por ejemplo,
en tratamiento de aguas residuales, fabricacion de cerveza,
biorremediacién, celdas de combustible microbianas, entre
otros. Sin embargo, la formacién de biofilms también puede
tener efectos perjudiciales. El biofouling genera grandes
gastos en procesos industriales y el 65% de las infecciones
intrahospitalarias estan relacionadas con microbios adheridos
a superficies [3]. Las bacterias que viven en biofilms son
capaces de resistir a los biocidas y a los antibioticos de un
modo mas eficaz que aquellas que viven como organismos
libres y soportan dosis considerablemente mayores de
productos antimicrobianos [4].

Los procesos que involucran el uso de microorganismos
halé6filos tienen gran importancia biotecnologica [5,6]. El
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empleo de estos Ultimos se observa en la industria alimenticia,
las curtiembres y el tratamiento de salmueras entre otros
procesos [5], muchos de los cuales son desarrollados en
Argentina por métodos convencionales.

El estudio del crecimiento de biofilms microbianos, en
particular de su morfologia y estructura, permitira desarrollar
y optimizar bioprocesos basados en el uso de los mismos.

El Procesamiento Digital de Imagenes (PDI) provee un

conjunto de técnicas que permiten procesar la informacion
contenida en una imagen y realizar su segmentacion con el fin
de delimitar e identificar diferentes componentes estructurales
dentro de ella [7,8]. En particular, la Morfologia Matematica
(MM) es uno de los enfoques existentes para el PDI y
constituye una sélida teoria basada en conceptos de geometria
y teoria de conjuntos que ha sido aplicada con éxito para el
procesamiento de diferentes tipos de imagenes [9-11].
Este articulo tiene como objetivos desarrollar e implementar
un algoritmo basado en MM que permita la segmentacion de
un stack de imagenes que surge de la observacion in vivo de
los microorganismos y su posterior reconstruccion 3D para
visualizar la estructura y crecimiento de biofilms microbianos.
A modo de ejemplo, para la aplicacion de esta metodologia, se
utilizo la arquea hiperhal6fila Halorubrum sp.

II. BIOFILMS

En la naturaleza, los microorganismos pueden existir como
estructuras colectivas adheridos entre si (agregados) y/o a
superficies (biofilm) formando comunidades sésiles capaces
de responder y adaptarse a los cambios en el ambiente y llevar
a cabo funciones altamente especializadas similares a las de
los organismos multicelulares. Los organismos se mantienen
unidos entre si y a la superficie por medio de polimeros
extracelulares como proteinas, polisacaridos y acidos
nucleicos secretados por las células [1,12].

Se han propuesto cinco etapas para la formacion de biofilms
(Fig. 1): (1) fijacion inicial, (2) union irreversible, (3)
maduraciéon I, (4) maduracion II, y (5) dispersion. En la
primera etapa, ocurre la adhesion de células individuales a la
superficie. A continuacidn, se desarrollan las microcolonias y
las células secretan polimeros, logrando una adhesion mas
firme (etapa 2). En la tercera etapa, el biofilm joven comienza
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Fig. 1. Etapas del desarrollo de un biofilm. (1) Fijacion inicial. (2) Union
irreversible. (3) Maduracioén I. (4) Maduracion II. (5) Dispersion. Adaptado de
Stoodley et al., 2002 [13].

a estructurarse. Luego, el biofilm madura desarrollando una
arquitectura caracteristica, determinada por la comunidad
microbiana que lo conforma y las condiciones del medio
ambiente (etapa 4). En la quinta etapa, algunas células se
desprenden del biofilm maduro, dispersandose y pudiendo
iniciar otra vez el proceso de formacién sobre una nueva
superficie [13].

III.

Una imagen en niveles de gris puede ser modelada como
una funcién f:D, < ? —[]0,255[]. En el desarrollo de este

TECNICAS DEL PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES

trabajo, f denotara una imagen en niveles de gris.

A continuacion se presentan las definiciones de los
principales conceptos del PDI aplicados en el método
propuesto.

A. Morfologia Matematica

La MM se basa en conceptos de geometria, algebra y teoria
de conjuntos y fue creada para caracterizar propiedades fisicas
y estructurales de diversos materiales [9]. Estudia, mediante
operaciones no lineales, las estructuras geométricas de las
componentes presentes en las imagenes. Esta teoria permite
analizar la forma, tamafio, orientacion y superposicion de
objetos presentes en una imagen digital. El aspecto clave de
esta metodologia reside en el elemento estructurante (EE), un
conjunto completamente definido y de geometria conocida,
que es comparado con la imagen a partir de traslaciones. La
forma y tamafio del EE permiten testear y cuantificar de qué
manera dicho elemento se encuentra o no, contenido en la
imagen [9, 10].

Las operaciones basicas de la MM son la erosion y la
dilatacion. Mediante la composicion de estas operaciones
basicas es posible construir nuevos operadores como, por
ejemplo, la apertura y el cierre.

Sean [y g dos imagenes en niveles de gris, con dominios

D, y D, respectivamente. La dilatacion de la imagen f por
el EE g, notada por 5 (f) , se define como [9, 10]:

— _ 1
5g (‘f)(SV’) (s—x,t— )I’)EDXX} eD {f(s x ‘ y)+g(x y)} ()
La erosion de la imagen f por el EE g, notada por

£, (/). se define como [9, 10]:
g, (f)(” mm {f(s+xt+y) g(x, y)} 2

(s+x,t+y)eD, x} eD )

Si el EE es plano, es decir g(x,y)=0V(x,y)e D,, las

ecuaciones (1) y (2) pueden escribirse de la siguiente manera:

5 (N = o max S —xt=n) <)3
gg (f)(”) - (s+x, t+yl;£111)nr)reD {f(S+)C t+y)} ()4

Mediante la combinaciéon de las operaciones basicas,
pueden definirse los filtros morfoldgicos basicos apertura y
cierre de la siguiente forma [9, 10]:

La apertura morfologica de una imagen f por el EE g es

definida por:

7.(£)=5,(e.(f)) ()5

La apertura es de utilidad para eliminar pequefios detalles
luminosos en relacion al EE, quedando el resto de la imagen
relativamente sin modificaciones.

El cierre morfologico de una imagen en niveles de gris f

por el EE g es definido por:

0, ()=¢,(5,(/)) ()6

El cierre es de utilidad para eliminar pequefios detalles
oscuros en relacion al EE, quedando el resto de la imagen
relativamente sin modificaciones.

La principal desventaja de la aplicacion de los filtros
basicos definidos en (5) y (6) es la distorsion producida por el
EE sobre las estructuras originales de la imagen [11]. Los
filtros basicos pueden combinarse con operadores de
reconstrucciéon en niveles de gris [9] definiendo de esta
manera la apertura por reconstruccion y el cierre por
reconstruccion [11, 14]:

La apertura por reconstruccion de una imagen f por la

imagen marcadora g es definida por:
7

Vierosbe (f) = Voe.g (f) )

donde g=¢,,,(f) y bc es el EE utilizado para la
reconstruccion. Se reconstruye la imagen f por la imagen
marcadora g, mediante iteraciones recursivas, hasta la
idempotencia, de la dilatacion de g condicionadaa f .

El cierre por reconstruccion de una imagen f por la

imagen marcadora g es definido por:
3
bdil be (f) = ¢b(‘,g (f) ()

donde g=9,,(f) y bc es el EE utilizado para la erosion

condicionada. Se reconstruye la imagen f por la imagen

marcadora g, mediante iteraciones recursivas, hasta la

idempotencia, de la erosion de g condicionadaa f .

Mediante la combinacién secuencial de los operadores
definidos en las ecuaciones (7) y (8) con EEs de tamaiio
creciente, pueden definirse los Filtros Secuenciales Alternados
(ASFs del inglés Alternating Sequential Filters) por
reconstruccion [9-11]. Formalmente pueden definirse como
sigue:
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El filtro secuencial “OC” (opening-closing) de n
iteraciones:
b e =19 () = 7 Gl T GO
El filtro secuencial “CO” (closing-opening) de n
iteraciones:
nb,nc ="y (f) = Puioe Vupwe B (75 (S (10)
donde ne 0 y nb representa:
nb =6,(6,(...(6,(0)))) an

(n-1) veces
Los ASFs por reconstruccion permiten homogeneizar
regiones de la imagen, eliminando estructuras que no son de
interés produciendo menor distorsion que los ASFs
tradicionales en los bordes de las estructuras de la imagen.

B. Segmentacion de Imagenes

Dentro de la MM una técnica de segmentaciéon de imagenes
sumamente util es la transformada Top-Hat. La segmentacion
de imagenes es el proceso de dividir a la imagen en varias
partes, grupos de pixeles u objetos. Su objetivo es simplificar
y/o cambiar la representacion de una imagen en otra mas
significativa y mas facil de analizar. La segmentacion se
utiliza tanto para localizar objetos de interés como para
determinar los limites de éstos dentro de una imagen.

Al aplicar la transformada Top-Hat se logra descubrir
aquellas estructuras de la imagen que han sido eliminadas en
el filtrado de apertura o cierre. Con la eleccion de un EE de
forma, tamafio y orientacién adecuados es posible filtrar la
imagen y eliminar determinados elementos de la imagen
original, despreciando las regiones que no son de interés en el
analisis a realizar. Para esto se utiliza un EE de mayor tamafio
que las estructuras de la imagen a detectar. Una operacion de
diferencia entre la imagen original y la imagen filtrada
aumenta considerablemente el contraste de las zonas
eliminadas.

La transformada Top-Hat por apertura se define como el
residuo entre la identidad y la apertura morfoldgica [9, 10]:

P () =S =7 () (12)

Esta transformada resalta objetos localmente brillantes que
han sido eliminados en el filtrado de apertura en una imagen
en niveles de gris.

La transformada Top-Hat por cierre se define como el
residuo entre el cierre morfologico y la identidad [9, 10]:

P (f) =9, ()= f (13)
Esta transformada resalta objetos localmente oscuros que
han sido eliminados en la aplicacion del cierre morfologico.

IV. MATERIALES

En el presente trabajo se emplearon las imagenes obtenidas
del desarrollo de biofilm de la arquea hiperhaléfila
Halorubrum sp. La misma fue crecida en celdas de flujo de
tipo canal utilizando vidrio como sustrato para la poblacion
sésil y siguiendo protocolos estandar segun Gilbert y Allison
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Fig. 2. Stack de imagenes digitales a distintas profundidades del biofilm.

[15]. Una vez iniciado el crecimiento, se realizé Ila
observacion in vivo de los microorganismos por medio de un
microscopio invertido de contraste de fases Nikon TiU con el
eje Z motorizado y equipado con una camara refrigerada
Nikon DS-QilMc U2 conectada a una PC, obteniendo un
stack de imagenes digitales a distintas profundidades del
biofilm (ver Fig. 2), a partir de las cuales se pudo reconstruir
la estructura 3D del biofilm.

V. METODO PROPUESTO

El algoritmo desarrollado se dividi6 en las siguientes
etapas:

Etapa 1: Filtrado morfologico.

Etapa 2: Top-Hat por cierre.

Etapa 3: Binarizacion.

Etapa 4: Reconstruccion 3D.

Para los pasos 1 a 3 cada imagen del stack es considerada
como una imagen independiente, por lo que su ubicacion en la
profundidad del stack del biofilm no es relevante hasta la etapa
4. A continuaciéon se detalla cada una de las etapas que
conforman el algoritmo desarrollado:

1) Filtrado morfologico: Cada una de las imagenes del stack
fueron filtradas para homogeneizar los niveles de gris de la
superficie de la imagen con ASFs por reconstruccién, con
secuencia opening- closing y un EE inicial plano con forma
de disco unitario;

2) Top-Hat por cierre: Se aplico esta transformada con el
objeto de resaltar los objetos localmente oscuros en cada
imagen del stack.

3) Binarizacion: Se binariza el conjunto de imagenes
obtenidas en la etapa anterior para obtener una imagen donde
se visualicen Uinicamente los objetos de interés.

4) Reconstruccion 3D: Utilizando el conjunto de imagenes
binarias del paso 3, se simuld una superficie 3D que modela la
estructura y topografia de los biofilms permitiendo observar,
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bajo distintos angulos, la conformacion del biofilm o parte del
mismo.

El algoritmo fue implementado en MatLab® R2008a,
utilizando funciones generales de este programa y una libreria
especifica de MM denominada SDC Morphology Toolbox
(SDC, 2001) [16] para la aplicacion de los ASFs por
reconstruccion.

V1. RESULTADOS

En esta seccion se muestran los resultados obtenidos a
partir de la aplicacion del método propuesto. En la Fig. 3 se
pueden observar, en la primer columna, las imagenes
originales; en la segunda columna, las imagenes resultantes al
aplicar el algoritmo propuesto en este trabajo y, por ultimo, la
superposicion de la imagen resultado sobre la imagen original
con el fin de visualizar la segmentacion obtenida. A modo de
ejemplo, se eligieron tres niveles de profundidad (inicial-
intermedio-final).

En la Fig. 4 se observa la reconstruccion 3D de la estructura
de un biofilm de Halorubrum sp. En esta reconstruccion
tridimensional se pueden apreciar las estructuras
caracteristicas que forman las células en biofilm. En el
ejemplo se observan zonas de cumulos microbianos asi como
los canales que los circundan y permiten la circulacién de
nutrientes y deshechos dentro y hacia afuera del biofilm.

La reconstruccion de la estructura de un biofilm a partir de
las imagenes de un stack, ofrece una visualizacion poderosa
que permite observar bajo distintos angulos la conformacion
del biofilm o parte del mismo.

(€ (h) ®

Fig. 3. (a)-(d)-(g) Imagen original. (b)-(e)-(h) Imagen resultado.
(c)-(H)-(i) Superposicion.

Fig. 4. Diferentes vistas de la reconstruccion 3D del biofilm de
Halorubrum sp.

VII. CONCLUSIONES

La caracterizacion morfologica de biofilms permite a los
investigadores del area crear un juicio objetivo sobre las
caracteristicas estructurales de un biofilm y entre biofilms, a
través de medidas de cobertura de superficie, porosidad de
superficie, correlacion espacial, entropia, etc. En este trabajo
se presentd un método automatico, basado en Morfologia
Matematica, para la segmentacion de un stack de imagenes
que surge de la observacion in vivo de microorganismos, con
el fin de analizar y visualizar la estructura y desarrollo de su
crecimiento. Por otro lado, la vectorizacién de las imagenes
segmentadas facilita la visualizacion, permitiendo navegar en
la estructura 3D y observar de mejor forma las estructuras
internas que no son facilmente visibles desde una perspectiva
exterior.
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