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RESUMEN

El presente trabajo tiene el propdsito de analizar, para el caso particular de imagenes de
microscopia celular de eritrocitos de sangre humana, en qué medida puede influir en la calidad
de la imagen la aplicacién de métodos de interpolacion para mejorar la resolucién de esta y con
gué métodos se podrian obtener resultados satisfactorios. Se aplicaron para su comparacion
tres métodos de interpolacion a las imagenes a color seleccionadas: splines cubicos, bictubico y
bilineal y se evalué la eficiencia computacional de estos. Se utilizaron dos factores de reduccion
de la resolucién (2 y 4) por filas y columnas de la imagen digital. Las medidas utilizadas para
valorar la calidad de las imagenes interpoladas fueron la relacién sefial-ruido y el error medio
cuadratico, cuyos valores fueron procesados estadisticamente mediante las pruebas de
Friedman y de Wilcoxon, esta ultima como test post-hoc. Los resultados permiten recomendar
el método bicubico de interpolacién como el mas favorable para este tipo de imdgenes ya que
fue el de mejor comportamiento entre los utilizados.

Palabras clave: calidad imagenes digitales microscopia celular; interpolacién imagenes digitales
microscopia celular; resolucién de imdagenes digitales.
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ABSTRACT

The present work has the purpose of analyzing, for the particular case of cell microscopy images
of erythrocytes from human blood, to what extent the application of interpolation methods to
improve the image resolution can influence the image quality and with which methods
satisfactory results might be obtained. Three interpolation methods were applied for their
comparison to the selected color images: cubic splines, bicubic and bilinear and their
computational efficiency was also evaluated. Two resolution reduction factors (2 and 4) were
used for rows and columns of the digital image. The measures used to assess the quality of the
interpolated images were the signal-to-noise ratio and the mean square error, whose values
were statistically processed using the Friedman and Wilcoxon tests, the latter as a post-hoc test.
The results make it possible to recommend the bicubic interpolation method as the most
favorable for this type of images since it was the one with the best performance among those
used.

Keywords: quality of digital images cell microscopy; digital image interpolation methods cell
microscopy; resolution of digital images.
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Introduccion

El equipamiento médico a medida que transcurre el tiempo se vuelve cada vez mas complejo y
ofrece una mayor gama de prestaciones de servicios y facilidades, de lo cual no escapa el
microscopio 6ptico digital, el cual genera una gran cantidad de imdagenes que se hace necesario
procesar. No obstante, no siempre es econdmicamente posible adquirir un dispositivo con la
calidad requerida, como puede ocurrir en el caso de la resolucién de la cdmara de dicho
microscopio. Por tales motivos constituye la razén de este trabajo investigar si es posible
mejorar la calidad de imagenes con resolucion insuficiente, mediante la aplicacién de técnicas
del Procesamiento Digital de Imagenes (PDI) tales como la interpolacidon de imagenes.

La resolucién espacial de una imagen se define como la cantidad de pixeles por unidad de
longitud en cada eje de coordenadas x e y.

Cuando ocurren variaciones en la resolucién a un nivel tal que el ojo humano es capaz de
percibirlo, observamos en la pantalla los pixeles aumentados de tamafio como rectangulos, lo
gue altera los contornos y distorsiona la imagen, deteriorando en gran medida la calidad de
esta.

Suele considerarse que en un sistema de procesamiento digital de imagenes existe un valor
minimo aceptable para la resolucidn espacial (cantidad de pixeles por ejes de coordenadas) que
depende de las dimensiones fisicas de la imagen y de la aplicacién.(l’s)
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La interpolacién es el proceso mediante el cual se incrementa la tasa de muestreo,
determinando los valores de intensidad de los pixeles que deben ser intercalados entre los
pixeles originales.“”

Se dice que la imagen resultante de la interpolacidn sera aparentemente de mayor resolucién
porque se puede dar el caso de que la interpolacién no mejore en realidad la resolucion, lo cual
sucede cuando la imagen a interpolar tiene originalmente una frecuencia espacial mdaxima
mayor que la frecuencia de Nyquist a la que fue muestreada, es decir no se cumple el teorema
del muestreo para la imagen de partida, y entonces podemos considerar que no se recupera la
resolucién espacial. Asi que, en ese caso, la interpolacién sélo incrementé la cantidad de pixeles
por unidad de area pero no resuelve el problema de mejorar la resolucion, para lo cual se
requeriria de la utilizacion de técnicas como las denominadas de superresolucién.‘s’

Por otra parte, si la imagen de partida cumple con el teorema de Nyquist, la hipdtesis en que se
basa este trabajo es que la interpolacidon puede mejorar la calidad de procesos tales como la
segmentacion de la imagen, porque de los contornos difusos que se producen se pueden
estimar los contornos originales de los objetos en una mas alta resolucion con mayor
precisién. 7

Este trabajo tiene el propdsito de analizar en qué medida puede influir de manera positiva en la
calidad de una imagen de microscopia celular, para el caso particular de eritrocitos de sangre
humana, la aplicacién de métodos de interpolacidn y con cudl se pudieran obtener resultados
satisfactorios,

Métodos

Caracteristicas de las imagenes utilizadas en el estudio

El estudio se realizd sobre 10 imagenes del Atlas de Hematologia (image variations of red blood
cells), que aparece en Internet.® Las imagenes fueron obtenidas a partir de un frotis de sangre
humana y se encuentran todas en el espacio de color RGB.

Posible influencia de la interpolacion sobre la calidad de la imagen

Para analizar el efecto de la interpolacién sobre la resolucién de una imagen se siguid el
procedimiento representado en la secuencia de la Figura 1, el cual consiste en: tomar cada una
de las imagenes seleccionadas (denominadas de alta resolucién HR) y realizar una reduccion de
su resolucién mediante un programa creado en Matlab (la imagen resultante se denomina
segun la figura 1, LR de baja resolucidon); en el paso siguiente se procede a la realizacién de la
interpolacidon, mediante los métodos de interpolacién seleccionados (bicubico, bilineal y
mediante splines cubicos)¥, teniendo en cuenta el mismo factor por el cual se disminuye la
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resolucién. Después de estas transformaciones realizadas a la imagen se calculan la relacién
sefial a ruido (SNR) y el error medio cuadratico (MSE) entre la imagen inicial HR y la interpolada
(LR interpolada). Ademas se registra el tiempo (T) que demora la interpolacidn.

EHRl p| Reduccion de _’I LR H Interpolacion I—pl LR interpolada

la resolucidn

MSE
g SNR ¢

Fig. 1- Esquema del procedimiento basico realizado con las imagenes para analizar el efecto de la
interpolacion en la resolucién espacial de una imagen.

El programa que disminuye la resolucion espacial de la imagen lo hace por separado para los
tres planos de color y al final se recompone la imagen. Los parametros de entrada para esta
funcién son la imagen denominada HR en la figura 1 y el factor por el cual se realizard la
reduccidn, igual para las filas y columnas, utilizandose en este caso los factores 2 y 4. A la salida
se obtiene la imagen LR: Imagen de baja resolucién consecuente con los factores que fueron
seleccionados. La misma se obtiene promediando las intensidades de pixeles adyacentes.

Algoritmos de interpolacion implementados en Matlab

De los métodos de interpolacidn seleccionados, el biclibico y el bilineal fueron implementados
mediante la funcién ‘imresize’ de Matlab. Esta funcidn devuelve una imagen redimensionada a
partir de un escalado de la imagen original. La imagen de entrada puede ser en escala de grises,
RGB (truecolor) o binaria. Si el factor es un valor entre 0 y 1 la imagen redimensionada sera de
menores dimensiones que la imagen original, mientras que si el valor del factor es mayor que 1,
la imagen redimensionada sera de mayores dimensiones.®

Para la interpolacién mediante splines cubicos se elaboré una funcion en Matlab especifica para
imagenes a color, nombrada spl_interp_color que interpola imagenes por factores factrows y
factcols en filas y columnas respectivamente; si la imagen de entrada no es RGB (truecolor) se
genera un error, de lo contrario se convierte la imagen a real normalizada y se toman las
componentes de color de la imagen. Dicho programa utiliza la funcién interpn para efectuar la
interpolacion, especificando spline como método.

De forma independiente se evaliua el tiempo que demora la interpolacién mediante las
funciones tic y toc, tomandose el valor medio y la desviacién estandar de 20 ejecuciones

Comparacion de los efectos de la interpolacién
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Entre la imagen inicial (HR) y la imagen interpolada (LR interpolada) se aplican medidas de tipo
objetivas, ampliamente utilizadas para evaluar la calidad de la imagen, tales como: el error
medio cuadratico y la relacidn sefial-ruido (esta medida derivada de la anterior), a partir de la
funcién confeccionada snr2d.

El error medio cuadratico se define como
1 .. A N2
MSE = — 31, Y7 [F ) - FGN| (1)

donde m y n son las cantidades de elementos de las muestras de imagenes y métodos a
comparar y F(i, j), F(i, j) denotan los valores de la intensidad en la imagen original y de la
interpolacién de esta en el pixel (i, j), respectivamente."? La relacién sefial a ruido SNR, por
otra parte, se define como:

2UFET | (o)

n

SNR =101log

> YIFG -G )

i=l j=1

De esta manera quedan conformadas 6 tablas de similar estructura pero variando en ellas el
método de interpolacién y el factor, donde se recopilan: relacidn sefial-ruido en dB, error medio
cuadratico y la media del tiempo, en segundos, que demora interpolar con un ciclo for.

Analisis estadistico

Los datos coleccionados en las tablas se procesaron estadisticamente empleando el software
SPSS 20.0 para Windows. Como en esta investigacidn la cantidad fijada fue de diez imagenes, se
aplicaron directamente pruebas de estadistica no paramétrica.(“) En consecuencia, para
investigar con cual (o cuales) de los métodos de interpolacion propuestos en este estudio puede
obtenerse mejor calidad de la imagen, fue seleccionada la prueba de Friedman, fijando el factor
para disminuir la resolucion por dos y por separado se reitera dicha prueba fijando el factor para
disminuir la resoluciéon por cuatro.

El nivel de significacidon con que se trabajé fue igual a 0,05.

Posteriormente fue necesario complementar con pruebas post-hoc de los rangos con signo de
Wilcoxon ya que se trabaja con muestras pareadas, lo que implica tener en cuenta el ajuste de
Bonferroni para calcular el nuevo nivel de significacion (en este caso equivale a dividir el valor
de significacidn que se usa inicialmente de 0.05 entre la cantidad de variables que se comparan
0.05/3=0.01666 p=0.017).(12) La hipdtesis nula establece que las muestras corresponden a una
distribucién con diferencia de medianas igual a cero (las dos distribuciones de probabilidad de la
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poblacion son idénticas). La hipdtesis alternativa, por el contrario, establece que las muestras
no corresponden a una distribucién con diferencia de medianas igual a cero.

Resultados

En la investigacion fueron propuestas las siguientes combinaciones de métodos para aplicar en
los experimentos. El cambio de resolucién utilizado fue igual en filas y columnas:

1) Baja resolucion por dos, interpolacién bilineal.

2) Baja resolucion por dos, interpolacién bicubica.

3) Baja resolucidn por dos, interpolacion mediante splines.

4) Baja resolucidon por cuatro, interpolacion bilineal.

5) Baja resolucidn por cuatro, interpolacidn bicubica.

6) Baja resolucidn por cuatro, interpolacion mediante splines.

Resultados de la comparacion de los efectos de la interpolacion

Como resultado de lo descrito en la seccion anterior se conformaron 6 tablas. A continuacién en
la Tabla 1 se muestra, a modo de ejemplo, una parte del modelo de tabla utilizado, este caso
particular con los datos de la combinacidn interpolacién mediante splines (spl_interp_color) y
baja resoluciéon X2. Se pueden observar los valores de la relaciéon sefial-ruido (SNR), el error
medio cuadrdtico (MSE) y la media del tiempo que demora interpolar con el ciclo for (T;s) para
cada una de las imagenes seleccionadas.
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Tabla 1-Resultados de los efectos de la interpolacién (splines, x2)
para las 10 imagenes utilizadas en el estudio

Imagenes reales SNR MSE T

BasophilicStippling R 37,784 3,82E-04 0,742
Elliptocyte R 35,876 5,19E-04 0,754
Howell-Jolly s body R 40,217 2,18E-04 0,745
Leptocyte R 39,332 2,76E-04 0,772
Malaria R 36,297 4,61E-04 0,727
Pappenheimersbody R 39,664 2,50E-04 0,752
Poikilocyte R 38,119 3,46E-04 0,724
Spherocyte R 36,196 5,25E-04 0,744
TearDropCell R 35,597 5,42E-04 0,75

Thalasemia R 36,420 5,13E-04 0,733

Resultados del analisis estadistico

En este apartado se muestran los resultados de las pruebas estadisticas realizadas a los 6
métodos para los valores correspondientes a las variables SNR, MSE y T.

Se aplicd la prueba de Friedman de forma independiente a los valores de las columnas
correspondientes al MSE, a la SNRy a T, empleando factores 2 y 4, obteniéndose asi 6 tablas de
las cuales se muestra un ejemplo en la Tabla 2 para el MSE (que tiene como complemento la
Tabla 3), resultando que, como se puede observar, hay diferencias estadisticamente
significativas entre los métodos de interpolacion.

Tabla 2-Prueba de Friedman: rangos, MSE

Rango promedio
x2_splines 2,00

x2_bilineal 3,00
x2_bicubico 1,00
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Tabla 3-Estadisticos de contraste (a)

N 10
Chi-cuadrado 20,000
gl 2

Sig. asintot. ,000
Sig. Exacta ,000
Probabilidad en el punto ,000

a: Prueba de Friedman

Para conocer si hay diferencias estadisticamente significativas entre los métodos empleados
tomados por pares, se aplico la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon como test post-hoc,
en la que se comparan el método de interpolacién bicubica con respecto al bilineal, bilineal
respecto a splines y bicubica con splines, como muestra la Tabla 4, donde se obtiene, teniendo
en cuenta el nuevo valor p=0.017 (segun correccién de Bonferroni), que en todos los casos hay
diferencias estadisticamente significativas, segin se muestra en la Tabla 5 que complementa la
Tabla 4. Por tanto el mejor método en este caso para obtener una mejor calidad de la imagen
resultd ser el bicubico.

Tabla 4-Prueba de Wilcoxon, MSE

N Rango Suma de
promedio rangos

Rangos negativos 10° 5,50 55,00

Rangos positivos 0° ,00 ,00
x2_bicubico - x2_bilineal .

Empates 0

Total 10

Rangos negativos 10° 5,50 55,00

Rangos positivos 0° ,00 ,00
x2_bicubico - x2_splines ¢

Empates 0

Total 10

Rangos negativos 08 ,00 ,00

Rangos positivos 10" 5,50 55,00
x2_bilineal - x2_splines ,

Empates 0

Total 10

a. x2_bicubico < x2_bilineal ; d. x2_bicubico < x2_splines; h. x2_bilineal > x2_splines
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Tabla 5-Estadisticos de contraste, prueba de Wilcoxon.

x2_bicubico - x2_bilineal x2_bicubico- x2_bilineal - x2_splines
x2_splines
z -2,803b -2,803b -2,803c
Sig. asintot. (bilateral) ,005 ,005 ,005
Sig. exacta (bilateral) ,002 ,002 ,002
Sig. exacta (unilateral) ,001 ,001 ,001
Probabilidad en el punto ,001 ,001 ,001

De igual forma, se aplicd la prueba de Friedman a los valores de la columna correspondiente al
MSE fijando el factor 4, resultando que, hay diferencias estadisticamente significativas entre los
métodos de interpolacidn. Al aplicar el test post-hoc como se describidé anteriormente resultd
ser el bicubico el mejor método de interpolacidn.

Iguales resultados a los anteriores se obtuvieron al repetir el procedimiento descrito a los
valores de la columna correspondiente a la SNR, por separado para factores 2 y 4.

Para el caso de los tiempos registrados se procedié de manera similar, se aplicé la prueba de
Friedman a los valores de la columna T fijando el factor 2, resultando que hay diferencias
estadisticamente significativas entre los métodos de interpolacién. Para conocer cudles son las
diferencias se aplicé la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon como test post-hoc, en la
gue se comparan el método de interpolacidn bilineal con respecto al biclibico, bilineal con
splines y bicubico con splines, donde se obtiene, teniendo en cuenta el nuevo valor p=0.017
(segun correccion de Bonferroni) que hay diferencias estadisticamente significativas. Por tanto
el mejor método en este caso atendiendo a la rapidez resulté ser el bilineal.

De igual forma, se procedid para los valores de la columna T fijando el factor 4, resultando que,
hay diferencias estadisticamente significativas entre los métodos de interpolacién y que al
aplicar el test post-hoc el método mas rapido resulté ser igualmente el bilineal.

En la Tabla 6 se muestra un resumen con los rangos promedio obtenidos para cada una de las
pruebas de Friedman realizadas (segun se ha descrito anteriormente). Se tuvo en cuenta para su
analisis que en el caso de las variables MSE y T el menor rango es el mejor y para la variable SNR
el mayor rango es el mejor (reflejado en la Tabla 7). Para todos los casos las diferencias fueron
estadisticamente significativas.
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Tabla 6-Rangos, Resumen estadistico de la prueba de Friedman.
SNRx2 MSEx2 Tx2 SNRx4 MSEx4 Tx4

Splines 2 2 3 1 3 3
Bilineal 1 3 1 2 2 1
Bicubico 3 1 2 3 1 2

La Tabla 7 muestra los valores promedio de las variables T, MSE Y SNR para las 10 imagenes estudiadas
segln los 6 métodos propuestos (producto de la combinacion de los 3 métodos de interpolacién y 2
factores analizados).

Tabla 7-Valores promedio de las variables T, MSE Y SNR para las 10 imagenes estudiadas.
splines x2  bictiibico x2 bilineal x2 splines x4 bicubico x4 bilineal x4

T 0,744 0,092 0,078 0,494 0,07 0,06

MSE  4,03E-04 2,85E-04 4,45E-04 1,92E-03 1,27E-03 1,61E-03

SNR 37,55 39,066 37,144 30,823 32,616 31,589
Discusion

Al aplicar la prueba de Friedman a los valores de la columna correspondiente al MSE fijando el
factor 2, se obtienen diferencias estadisticamente significativas entre los métodos de
interpolacién. De igual manera ocurre si se fija el factor 4, asi como repitiendo dicha prueba
para la columna correspondiente a la SNR a los factores por 2 y por 4 separadamente.

Las pruebas descritas anteriormente fueron complementadas con la prueba de los rangos con
signo de Wilcoxon como test post-hoc para los factores por 2 y por 4 separados, resultando que,
entre el método biclbico y splines y entre el método bicubico y bilineal hay diferencias
estadisticamente significativas a favor del primero, tanto para el MSE como para la SNR. Por
tanto las pruebas post-hoc confirman el resultado de la prueba de Friedman en el sentido de
gue el mejor método en este caso para obtener una mejor calidad de la imagen es el bicubico.

En el caso de aplicar la prueba de Friedman al valor medio del tiempo (T) que demora interpolar
por separado para factor 2 y 4, se obtiene que hay diferencias estadisticamente significativas
entre los métodos de interpolacién. La prueba de los rangos con signo de Wilcoxon como test
post-hoc confirma que el método bilineal tiene diferencias estadisticamente significativas
respecto a bicubico y splines, por lo que puede considerarse el mas rapido de los tres utilizados,
no obstante no haber resultado el mejor con respecto a su efecto sobre la calidad de la imagen.

En la Tabla 7 se muestran los tiempos promedio segun los diferentes métodos de interpolacion
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y factor utilizados y aunque estadisticamente hay diferencias significativas entre el método
bilineal y los demds en cuanto a la rapidez, se observa que si bien el tiempo registrado durante
el método de interpolacidén por splines es notablemente superior a los otros dos métodos
estudiados, el método bicubico es solo ligeramente inferior al bilineal (es decir, su ejecucion
toma un tiempo solo ligeramente mayor), lo cual lo reafirma como el método de eleccion entre
los tres sometidos a este analisis.

En cuanto al MSE y la SNR hay diferencias estadisticamente significativas entre el método
bicubico y los demas en cuanto a la calidad de la imagen. De modo que se puede apreciar en la
Tabla 7 la mayor SNR para dicho método de interpolacién, asi como el menor MSE. Sin embargo
no se aprecian grandes diferencias en las magnitudes de estas variables (SNR y MSE) entre los
métodos de interpolacién splines y bilineal.

Conclusiones

Teniendo en cuenta la posible conveniencia de interpolar una imagen digital para mejorar la
resolucién de esta, se realizé un estudio comparativo de los efectos de la interpolacidn sobre la
calidad de las imagenes de microscopia celular de frotis de sangre humana, utilizando los
métodos de interpolacion bilineal, bicubico y splines, empleando como medidas objetivas de
calidad la relacion senal a ruido y el error medio cuadratico. Se encontré, utilizando pruebas
estadisticas no paramétricas, que el método bicubico de interpolacién fue el de mejor
comportamiento para mejorar la resolucién de las imagenes con menor afectacion de la calidad,
medida mediante la comparacién de la imagen interpolada con respecto a una imagen de alta
resolucién de referencia. En cuanto a la eficiencia computacional, se encontré que el método
bilineal de interpolacién fue el que menos tiempo consumid, aunque el tiempo requerido por el
método bicubico fue solo ligeramente superior que aquel, siendo ambos notablemente mds
rapidos que el método splines. Los resultados de este estudio indican que el método de
interpolacidon bicubico arrojé integralmente los mejores resultados para esta aplicacion, de
entre los tres métodos estudiados.
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