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Resumen general y estructura del documento 
En el presente trabajo se realiza un análisis completo de las técnicas de iluminación y registro 
de imagen desarrollados hasta el momento y que permiten emplear la fluorescencia intrínseca 
de estructuras biológicas para aumentar la capacidad de identificación, detección y análisis de 
lesiones y anomalías que puedan presentarse. El trabajo se ha enfocado principalmente en  

a) el análisis, validación y desarrollo de técnicas de detección precoz de lesiones asociadas al 
Carcinoma Escamoso epidermoide (oncología otorrinolaringológica), así como posibles 
lesiones precursoras y  

b) el análisis y desarrollo de una metodología que permita registrar imágenes de fluorescencia 
y cuantificar mediante la aplicación de técnicas de procesado de imagen la afección provocada 
por el Acne vulgaris (dermatología). 

Se proponen nuevas formas de adquisición, registro y procesado de imágenes de 
fluorescencia que mejoran de forma objetiva la capacidad de detección y gestión de las 
anteriores patologías. 

El desarrollo de la Tesis ha dado lugar a varios resultados. Parte de los resultados se han 
estructurado en forma de artículos de investigación y trabajos publicados en revistas JCR. 
Así, la tesis se va a desarrollar por Compendio de Artículos, incluyéndose: 

a) Artículo de Investigación 1 publicado en revista JCR. Segmentation methods for 
acne vulgaris images: Proposal of a new methodology applied to fluorescence 
images.  

b) Artículo de Investigación 2 publicado en revista JCR. Hough Transform 
Sensitivivy Factor Calculation Model Applied to the Analysis of Acné Vulgaris 
Skin Lesions. 

c) Artículo de Investigación publicado en Congreso Internacional. Analysis of 
segmentation methods for acne vulgaris images. Proposal of a new 
methodology applied to fluorescence images. 

d) Estudio Observacional (modalidad de ensayo clínico para técnicas no invasivas) con 
DICTAMEN FAVORABLE para su realización con fecha 29 de Septiembre de 
2022. El Estudio Observacional ha sido evaluado por los miembros del Comité Ético 
de Investigación con medicamentos del Departamento Arnau de Vilanova-Llíria. A 
causa de la pandemia causada por la COVID-19, la ejecución del trabajo se ha visto 
pospuesta y se iniciará en el último trimestre de 2022. Título: ANÁLISIS DE 
IMÁGENES DE AUTOFLUORESCENCIA PARA SU USO POTENCIAL 
COMO SISTEMA NO INVASIVO EN LA DETECCIÓN DE LESIONES 
ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS. 

De forma adicional a los trabajos publicados, se ha redactado en forma de review (susceptible 
de ser publicado) el estado del arte que ha permitido desarrollar el OBJETIVO 
ESPECÍFICO 3. Se adjunta como Artículo de Investigación susceptible de publicación en 
revista JCR. Título: Segmentation of acne vulgaris images algorithms. 

La ejecución del Estudio Observacional se plantea como la línea de investigación a seguir y 
que da continuidad a la investigación iniciada en la presente Tesis Doctoral. 

Cabe mencionar que la Tesis Doctoral es resultado de la continuidad investigadora de la 
doctoranda de un proyecto que ella  desarrolló en 2018 en el área de análisis de aplicación de 
técnicas de visión multiespectral en cirugía. Trabajo que realizó en colaboración con la 
Unidad de Cirugía Pediátrica del Hospital Univesitari i Politècnic La Fe (València).  
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Como resultado principal del proyecto se publicó en un Congreso Internacional con revisón 
por pares de los trabajos presentados.  

Peris Fajarnés, Guillermo; Lengua, Ismael; Defez García, Beatriz; Juan José Vila-Carbo; Moncho-
Santonja, Maria (2018). Capture and analysis of autofluorescence in biological tissues for 
identification and demarcation of lesions. EN 6th International Conference on Innovation, 
Documentation and Teaching Technologies (INNODOCT 2018). (225 - 234). Valencia, Spain: 
Editorial Universitat Politècnica de València. 

Pese a que no se ha incluido en el Compendio de Artículos, está directamente relacionado con la 
Tesis y en base a él se ha definido la línea de estudio y aprovechamiento de la autofluorescencia para 
introducir mejoras en la detección e identificación de lesiones en estados tempranos de la enfermedad. 

El documento de Tesis está estructurado en 7 capítulos y 11 Anexos. Para el desarrollo del 
presente trabajo se han planteado tres objetivos específicos. Cada artículo o trabajo publicado 
se corresponde con el desarrollo de cada uno de los tres objetivos específicos. Así, cada uno 
de los capítulos 3, 4 y 5 plantea el escenario, desarrollo y conclusiones obtenidas que han 
dado como resultado cada uno de los trabajos publicados de forma independiente.  

La Tesis queda pues estructurada en: 

TRABAJOS INCLUÍDOS EN EL COMPENDIO 

RESUMEN DE LOS 5 TRABAJOS INCLUÍDOS EN EL COMPENDIO 

CAPÍTULO 1: Introducción general teórica de la tesis.  

CAPÍTULO 2: Objetivo general y objetivos específicos de la Tesis. 

CAPÍTULO 3: Introducción, discusión y conclusiones del OBJETIVO ESPECÍFICO 1. Se 
incluye aquí el Estudio Observacional.  

CAPÍTULO 4: Introducción, discusión y conclusiones del OBJETIVO ESPECÍFICO 2. Se 
incluyen aquí el Artículo de Investigación 1 y el Artículo de Investigación publicado en 
Congreso Internacional.  

CAPÍTULO 5: Introducción, discusión y conclusiones del OBJETIVO ESPECÍFICO 3. Se 
incluye aquí el review en forma de Artículo de Investigación susceptible de publicación.El 
resultado obtenido se corresponde con el Artículo de Investigación 2.  

CAPÍTULO 6: Referencias bibliográficas asociadas al desarrollo del texto del documento de 
Tesis. No están incluídas en este capítulo las referencias de cada trabajo publicado. 

CAPÍTULO 7: Conclusiones generales de la Tesis y argumentación de todas las 
contribuciones y aportaciones de la Tesis.  

ANEXO 1 a 11 
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Resum general y estructura del document 
En el present treball es realitza una anàlisi completa de les tècniques d'il·luminació i registre 
d'imatge desenvolupats fins al moment i que permeten emprar la fluorescència intrínseca 
d'estructures biològiques per a augmentar la capacitat d'identificació, detecció i anàlisi de 
lesions i anomalies que puguen presentar-se. El treball s'ha enfocat principalment en  

a) l'anàlisi, validació i desenvolupament de tècniques de detecció precoç de lesions associades 
al Carcinoma Escatós epidermoide (oncologia otorrinolaringològica), així com possibles 
lesions precursores i  

b) l'anàlisi i desenvolupament d'una metodologia que permeta registrar imatges de 
fluorescència i quantificar mitjançant l'aplicació de tècniques de processament d'imatge 
l'afecció provocada per l'Acne Vulgaris (dermatologia). 

Es proposen noves formes d'adquisició, registre i processament d'imatges de fluorescència 
que milloren de manera objectiva la capacitat de detecció i gestió de les anteriors patologies. 

El desenvolupament de la Tesi ha donat lloc a diversos resultats. Part dels resultats s'han 
estructurat en forma d'articles d'investigació i treballs publicats en revistes JCR. Així, la tesi 
es desenvoluparà per Compendi d'Articles, incloent-se: 

a) Article d'Investigació 1 publicat en revista JCR. Segmentation methods for 
acne vulgaris images: Proposal of a new methodology applied to fluorescence 
images.  
b) Article d'Investigació 2 publicat en revista JCR. Hough Transform 
Sensitivivy Factor Calculation Model Applied to the Analysis of Acné Vulgaris 
Skin Lesions. 
c) Article d'Investigació publicat en Congrés Internacional. Analysis of 
segmentation methods for acne vulgaris images. Proposal of a new 
methodology applied to fluorescence images. 

d) Estudi Observacional (modalitat d'assaig clínic per a tècniques no invasives) 
amb DICTAMEN FAVORABLE per a la seua realització amb data 29 de Setembre 
de 2022. L'Estudi Observacional ha sigut avaluat pels membres del Comité Ètic 
d'Investigació amb medicaments del Departament Arnau de Vilanova-Llíria. A causa 
de la pandèmia causada per la COVID-19, l'execució del treball s'ha vist posposada i 
s'iniciarà en l'últim trimestre de 2022. Títol: ANÁLISIS DE IMÁGENES DE 
AUTOFLUORESCENCIA PARA SU USO POTENCIAL COMO SISTEMA 
NO INVASIVO EN LA DETECCIÓN DE LESIONES ORALES 
POTENCIALMENTE MALIGNAS. 

De manera addicional als treballs publicats, s'ha redactat en forma de review (susceptible de 
ser publicat) l'estat de l'art que ha permés desenvolupar l'OBJECTIU ESPECÍFIC 3. 
S'adjunta com a Article d'Investigació susceptible de publicació en revista JCR. Títol: 
Segmentation of acne vulgaris images algorithms. 

L'execució de l'Estudi Observacional es planteja com la línia d'investigació a seguir i que dona 
continuïtat a la investigació iniciada en la present Tesi Doctoral. 

Cal esmentar que la Tesi Doctoral és resultat de la continuïtat investigadora de la doctoranda 
d'un projecte que ella va desenvolupar en 2018 en l'àrea d'anàlisi d'aplicació de tècniques de 
visió multiespectral en cirurgia. Treball que va realitzar en col·laboració amb la Unitat de 
Cirurgia Pediàtrica de l'Hospital Univesitari i Politècnic La Fe (València).  
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Com a resultat principal del projecte es va publicar en un Congrés Internacional amb revisó 
per parells dels treballs presentats.  

Peris Fajarnés, Guillermo; Lengua, Ismael; Defez García, Beatriz; Juan José Vila-Carbo; 
Moncho-Santonja, Maria (2018). Capture and analysis of autofluorescence in biological 
tissues for identification and demarcation of lesions. EN 6th International 
Conference on Innovation, Documentation and Teaching Technologies 
(INNODOCT 2018). (225 - 234). Valencia, Spain: Editorial Universitat Politècnica de 
València. 

Tot i que no s'ha inclòs en el Compendi d'Articles, està directament relacionat amb la Tesi i 
sobre la base d'ell s'ha definit la línia d'estudi i aprofitament de l'autofluorescència per a 
introduir millores en la detecció i identificació de lesions en estats primerencs de la malaltia. 

El document de Tesi està estructurat en 7 capítols i 11 Annexos. Per al desenvolupament del 
present treball s'han plantejat tres objectius específics. Cada article o treball publicat es 
correspon amb el desenvolupament de cadascun dels tres objectius específics. Així, cadascun 
dels capítols 3, 4 i 5 planteja l'escenari, desenvolupament i conclusions obtingudes que han 
donat com a resultat cadascun dels treballs publicats de manera independent.  

La Tesi queda doncs estructurada en: 

TREBALLS INCLOSA EN EL COMPENDI 

RESUM DELS 5 TREBALLS INCLOSA EN EL COMPENDI 

CAPÍTOL 1: Introducció general teòrica de la tesi.  

CAPÍTOL 2: Objectiu general i objectius específics de la Tesi. 

CAPÍTOL 3: Introducció, discussió i conclusions de l'OBJECTIU ESPECÍFIC 1. S'inclou 
ací l'Estudi Observacional.  

CAPÍTOL 4: Introducció, discussió i conclusions de l'OBJECTIU ESPECÍFIC 2. S'inclouen 
ací l'Article d'Investigació 1 i l'Article d'Investigació publicat en Congrés Internacional.  

CAPÍTOL 5: Introducció, discussió i conclusions de l'OBJECTIU ESPECÍFIC 3. S'inclou 
ací el review en forma d'Article d'Investigació susceptible de publicació.El resultat obtingut 
es correspon amb l'Article d'Investigació 2.  

CAPÍTOL 6: Referències bibliogràfiques associades al desenvolupament del text del 
document de Tesi. No estan incloses en aquest capítol les referències de cada treball publicat. 

CAPÍTOL 7: Conclusions generals de la Tesi i argumentació de totes les contribucions i 
aportacions de la Tesi.  

ANNEX 1 a 11 
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General Summary and Document Structure 
In the present work, a complete analysis is made of the illumination and image recording 
techniques developed so far that allow the use of intrinsic fluorescence of biological 
structures to increase the capacity of identification, detection and analysis of lesions and 
anomalies that may occur. The work has focused mainly on  

a) the analysis, validation and development of techniques for the early detection of lesions 
associated with Squamous Epidermoid Carcinoma (otorhinolaryngological oncology), as well 
as possible precursor lesions, and  

b) the analysis and development of a methodology for recording fluorescence images and 
quantifying the condition caused by Acne Vulgaris (dermatology) through the application of 
image processing techniques. 

New ways of acquisition, registration and processing of fluorescence images are proposed to 
objectively improve the capacity of detection and management of the previous pathologies. 

The development of the Thesis has led to several results. Part of the results have been 
structured in the form of research articles and papers published in JCR journals. Thus, the 
thesis is going to be developed by Compendium of Articles, including: 

a) Research Article 1 published in JCR journal. Segmentation methods for acne 
vulgaris images: Proposal of a new methodology applied to fluorescence 
images.  

b) Research Article 2 published in JCR journal. Hough Transform Sensitivity 
Factor Calculation Model Applied to the Analysis of Acne Vulgaris Skin 
Lesions. 

c) Research Article published in International Congress. Analysis of segmentation 
methods for acne vulgaris images. Proposal of a new methodology applied to 
fluorescence images. 

d) Observational study (clinical trial modality for non-invasive techniques) with 
FAVORABLE OPINION for its realization on September 29, 2022. The 
Observational Study has been evaluated by the members of the Ethics Committee 
for Research with Medicines of the Arnau de Vilanova-Llíria Department. Due to 
the pandemic caused by COVID-19, the execution of the work has been postponed 
and will start in the last quarter of 2022. Title: ANALYSIS OF 
AUTOFLUORESCENCE IMAGES FOR POTENTIAL USE AS A NON-
INVASIVE SYSTEM IN THE DETECTION OF POTENTIALLY 
MALIGNANT ORAL LESIONS. 

In addition to the published works, the state of the art that has allowed the development of 
SPECIFIC OBJECTIVE 3 has been written in the form of a review (susceptible of being 
published). It is attached as a Research Article susceptible of being published in a JCR journal. 
Title: Segmentation of acne vulgaris images algorithms. 

The execution of the Observational Study is proposed as the line of research to be followed 
and which gives continuity to the research initiated in the present Doctoral Thesis. 

The Thesis document is structured in 7 chapters and 11 Annexes. Three specific objectives 
have been set for the development of this work. Each article or published work corresponds 
to the development of each of the three specific objectives. Thus, each of the chapters 3, 4 
and 5 presents the scenario, development and conclusions obtained that have resulted in 
each of the works published independently.  



 14 

The Thesis is thus structured as follows: 

WORKS INCLUDED IN THE COMPENDIUM 

SUMMARY OF THE 5 WORKS INCLUDED IN THE COMPENDIUM 

CHAPTER 1: General theoretical introduction of the thesis.  

CHAPTER 2: General objective and specific objectives of the Thesis. 

CHAPTER 3: Introduction, discussion and conclusions of SPECIFIC OBJECTIVE 1. The 
Observational Study is included here. 

CHAPTER 4: Introduction, discussion and conclusions of SPECIFIC OBJECTIVE 2. 
Research Article 1 and Research Article published in International Congress are included 
here. 

CHAPTER 5: Introduction, discussion and conclusions of SPECIFIC OBJECTIVE 3. This 
includes the review in the form of a Research Article that can be published. The result 
obtained corresponds to Research Article 2.  

CHAPTER 6: Bibliographical references associated with the development of the text of the 
Thesis document. The references of each published work are not included in this chapter. 

CHAPTER 7: General conclusions of the Thesis and argumentation of all the contributions 
and contributions of the Thesis.  

ANNEX 1 to 11 
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1.  Publica c ión indexda  en JCR  1.  R ESUM EN  

Peris-Fajarnés G, Moncho Santonja M, Defez García B, Lengua Lengua I.  
Segmentation Methods for acne vulgaris images: Proposal of a new methodology 
applied to fluorescence images.2020 Skin Research and Technology. 2020;26:735-
740. https://doi.org/10.1111/srt.12856 

 

Abstract  

Background: Acne vulgaris is one of the most common human pathologies 
worldwide. Its prevalence causes a high healthcare expenditure. Acne healthcare 
costs and effects on individuals' quality of life lead to the need of analysing 
current acne evaluation, treatment and monitoring methods. One of the most 
common ones is manual lesion counting by a dermatologist. However, this 
technique has several limitations, such as time spent. That is the reason why the 
development of new computer-assisted techniques is needed in order to 
automatically count the acne lesions.  

Materials and methods: Using the fluorescence images, a segmentation 
algorithm is implemented in MATLAB.  

Results: A new counting tool has been obtained that provides a form of 
objective evaluation of acne vulgaris disease. The effectiveness of the 
application of the segmentation method is more than 90%, being valid for the 
follow-up and diagnosis of injuries.  

Conclusion: Automated counting of acne lesions has been proposed to solve 
current limitations of evaluation and monitoring methods for acne vulgaris. It 
is clear that the use of machine learning algorithms such as k-means enables 
clinicians to objectively and quickly evaluate the severity of acne.  

Keywords: MATLAB; acne vulgaris; dermatology; fluorescence imaging; image 
processing; image segmentation; machine learning.  

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/srt.12865 

 

 

El texto completo de la publicación se adjunta como ANEXO 1  

https://doi.org/10.1111/srt.12856
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/srt.12865
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2.  Publica c ión indexada  en JCR  2.  R ESUM EN  

Moncho Santonja M, Micó-Vicent B, Defez B, Jordán J, Peris-Fajarnés G. 
Hough Transform Sensitivity Factor Calculation Model Applied to the Analysis 
of Acne Vulgaris Skin Lesions. Applied Science.  2022, 12, 1961. 
https://doi.org/10.3390/app12031691 

 

Abstract 

The number of infectious spots or pathological structures recorded on 
dermatological images is a tool to aid in the diagnosis and monitoring of disease 
progression. Dermatological images for the detection and monitoring of the 
evolution of acne infections are evaluated globally, comparing whether the 
increase or decrease in infectious lesions appearing on an image is significant. 
This evaluation method is only indicative since its accuracy is low. The accuracy 
problem could be improved by an exact count of the number of structures and 
spots appearing on the image. The mathematical function circular Hough 
transform (CHT) function implemented in MATLAB is here applied to develop 
a procedure for counting these structures. CHT has been used in the recognition 
of benign and distorted red blood cells, in the detection of pellet sizes in 
industrial processes and in the automated detection and morphological 
characterization of breast tumor masses from infrared images, as well as for the 
detection of brain aneurysms and use in magnetic resonance imaging. The 
sensitivity factor is one of the many parameters required to feed the CHT 
algorithm. Its choice is unclear as there is no proper methodology to select an 
optimum value suitable for each image. In this work, a procedure for 
determining the optimal value of the sensitivity factor is proposed The approach 
is validated by comparison with the results of the manual counting of the points 
(ground truth).  

Keywords: circular Hough transform function; image processing; statistics;  
Sensitivity; MATLAB; dermatological images. 

 

El texto completo de la publicación se adjunta como ANEXO 2  

https://doi.org/10.3390/app12031691
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3.  Publica c ión en Cong reso Internac iona l.  R ESUM EN  

Moncho Santonja M, Sanz Alamán MB, Defez García B, Lengua Lengua I, Peris-
Fajarnés G. Analysis of segmentation methods for acne vulgaris images. 
Proposal of a new methodology applied to fluorescence images. 
2019;INNODOCT 2019. http://dx.doi.org/10.4995/INN2019.2019.10946 

 

Abstract 

Acne vulgaris is one of the most common human pathologies worldwide. Its 
prevalence causes a high healthcare expenditure. Acne healthcare costs and 
effects on individuals' quality of life lead to the need of analysing current acne 
evaluation, treatment and monitoring methods. One of the most common ones 
is manual lesion counting by a dermatologist. However, this technique has 
several limitations, such as time spent. That is the reason why the development 
of new computer-assisted techniques are needed in order to automatically count 
the acne lesions. Nonetheless, the first step is automatic acne lesion detection 
on the skin of patients. The aim of this work is to propose a new methodology 
to solve the acne images segmentation problem, so that the implementation of 
a system for automatic counting is possible. The results would be a decrease in 
both time spent and diagnosis errors. With this objective, after doing a 
systematic review on the state of the art of acne images segmentation methods, 
fluorescence images of the face of acne patients are obtained. This image 
modality enhances visualization of the acne lesions. Finally, using the 
fluorescence images, a segmentation algorithm is implemented in MATLAB.  

Keywords: image segmentation, acne vulgaris, MATLAB, fluorescence imaging,  
Machine learning, image processing. 

 

 

El texto completo de la publicación se adjunta como ANEXO 3  

http://dx.doi.org/10.4995/INN2019.2019.10946
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4.  Estud io Observac iona l.  R ESUM EN  

 

Estudio Observacional con DICTAMEN FAVORABLE para su desarrollo en la 
Unidad de Otorrinolaringología del Hospital Lluís Alcanyís de Xàtiva. 

Título del estudio: ANÁLISIS DE IMÁGENES DE AUTOFLUORESCENCIA 
PAARA SU USO POTENCIAL COMO SISTEMA NO INVASIVO EN LA 
DETECCIÓN DE LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS. 

Centros Donde se Prevé Realizar el Esudio: Hospital Lluís Alcanyís de Xàtiva y 
Centro de Investigación de la Universitat Politècnica de València 

Objetivo principal: Evaluar la sensibilidad del aumento de la fluorescencia 
intrínseca de la mucosa oral provocada por la hiperqueratosis tumorar como 
parámetro para la detección temprana del carcinoma epidermoide oral. 

Objetivo secundario 1: Estimar la especificidad, Valor Predictivo Positivo 
(VPP), Valor Predictivo Negativo (VPN) y exactitud de la técnica experimental.  

Objetivo secundario 2: Analizar la capacidad de la técnica para delimitar de 
forma precisa los márgenes tumorales utilizando la fluorescencia que presentan 
las regiones con hiperqueratosis. 

 

 

LOS DOCUMENTOS COMPLETOS DEL ESTUDIO SE ADJUNTAN COMO 
ANEXOS: 
ANEXO 4. Memoria Científica del Proyecto de Investigación 
ANEXO 5. Cuaderno de Recogida de Datos 
ANEXO 6. Hoja de Información al Paciente 
ANEXO 7. Dictamen Favorable a la Realización del Proyecto 
ANEXO 8. Permiso expreso de la investigadora principal para la inclusión del Proyecto de 
Investigación como contenido de la Tesis Doctoral. 
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5.  Propuesta  de  a rtí cu lo de  revi s ión a  publica r en fu tu ro.  
R ESUM EN 

 

Title: Segmentation of acne vulgaris images algorithms. 

Abstract 

Background: Acne vulgaris is the most common dermatological pathology 
worldwide. The currently used methodologies for the evaluation and monitoring 
of acne have been analysed in several studies, having important limitations that 
can be addressed using image processing methods, concretely by performing 
segmentation on different acne vulgaris image modalities. These techniques 
reduce the costs of treatment and acne severity grading, since they improve 
objectivity and are less time-consuming. That is why from a decade ago several 
studies which propose segmentation methodologies on acne patients images 
have been published. The  aim of this work is to analyse the segmentation 
methods developed for acne vulgaris images until now, including an analysis of 
the processing techniques and image modalities used, as well as the results.  

Results: Following PRISMA statement and PICO model, 29 studies were 
included in the systematic review and they could be divided into two groups: 
those methods based on classical image processing techniques, such as contrast 
adjustment and conversion of RGB images to other colour spaces, and the ones 
based on machine learning algorithms. 

Conclusions: Currently there is no preference between one group of 
segmentation methods or the other. Moreover, the lack of uniformity in the 
evaluation of results for each study makes the comparison of methods difficult. 
The preferred image modality for segmentation is conventional photography, 
which shows a research gap in the application of segmentation algorithms to 
other acne vulgaris image modalities that could be useful, such as fluorescence 
imaging. 

Keywords: Bioinformatics, Acne, Image segmentation, Image Processing, 
Dermatology. 

 

El texto completo de la publicación se adjunta como ANEXO  11  
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CAPÍTULO 1: Introducción General 
de la Tesis  
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La detección temprana de cualquier anomalía que se presente sobre un tejido o estructura es 
imprescindible para garantizar el éxito clínico de cualquier tratamiento. Así pues, el estudio 
y desarrollo de técnicas de mejora en la visualización y discriminación de anomalías es un 
área en contínuo análisis y desarrollo.  

La caracterización morfológica y de composición química de un tejido en estado natural es 
clave para poder comparar y detectar cambios y alteraciones que se produzcan en él. Una 
forma de caracterizar un tejido o compuesto es analizando la forma de interacción de la luz 
con éste. Cuando una anomalía aparece sobre un tejido biológico, éste puede ver alterada su 
morfología y composición química. Es decir, pueden aparecer cambios estructurales y 
diferencias en la concentración de compuestos en comparación con el tejido sano. Dichos 
cambios provocan diferencias en la forma de interacción de la luz y las radiaciones 
electromagnéticas con los tejidos.  

Los fenómenos físicos que principalmente evidencian estos cambios a través del 
comportamiento particular de la radiación con un tejido son la ABSORCIÓN, la 
DISPERSIÓN o SCATTERING y la FLUORESCENCIA. En concreto, las diferencias en 
la dispersión de la luz evidencian cambios morfológicos y las diferencias en la absorción y 
emisión de fluorescencia responden a cambios en la composición química de la estructura de 
análisis.  

La absorción consiste en la asimilación de la energía lumínica por parte de un medio. Para 
que se de la absorción de una radiación, la radiación incidente debe tener la energía exacta 
que permita que los átomos del compuesto desplacen un electrón a un nivel energético mayor 
(Real Peña, 2012). Cada longitud de onda viene caracterizada por una energía concreta y por 
ello cada compuesto absorberá unas longitudes de onda exactas que permitirán caracterizarlo. 
Las propiedades de absorción de un compuesto vienen descritas por la ley Beer-Lambert.  

De forma natural, los disposición de los electrones de cada molécula se encuentran en su 
estado fundamental. Cuando una luz con una determinada longitud de onda incide sobre una 
molécula, los electrones pueden absorber parte de su energía. Cuando los electrones vuelven 
a su estado fundamental, la energía absorbida se libera en forma de radiación de menor 
energía, o de longitud de onda mayor. Cuando esto ocurre, es decir, cuando una molécula o 
compuesto emite una radiación con longitud de onda mayor a la de la longitud de onda 
incidente, la molécula tiene propiedades fluorescentes.  

En el fenómeno de fluorescencia, encontramos dos etapas claramente diferenciadas 
(Denicola, 2022): 

- Una primera absorción de energía o excitación molecular y un cambio en el estado 
fundamental de los electrones. Longitud de onda de excitación.  

- Una liberación de la energía absorbida, vuelta al estado fundamental y emisión de 
una radiación con menor energía. Longitud de onda de emisión. 

Una molécula fluorescente podrá ser caracterizada con una longitud de onda de excitación y 
una longitud de onda de emisión de energía. 

“¿Cuál es la diferencia entre una sustancia fluorescente, y cualquier otra sustancia coloreada pero no 
fluorescente? Las sustancias que no son fluorescentes, no emiten energía (luz): simplemente, reflejan parte de 
las radiaciones recibidas. Por eso, cuando vemos un objeto azul que está siendo iluminado por la luz del Sol, 
ese objeto está reflejando esa luz azul, y está absorbiendo el resto de las longitudes de onda que recibe. Si el 
objeto es blanco, refleja todas las radiaciones que recibe, y, si es negro, las absorbe todas. Esto es distinto a lo 
que ocurre con una sustancia fluorescente: estas sustancias absorben unas radiaciones, y emiten otras 
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radiaciones. En general, la longitud de onda emitida por una sustancia fluorescente es mayor que la recibida 
(es decir que su energía es menor)” (ANALITICA, 2021) 

La técnica que mide la capacidad de absorción, emisión o dispersión de la luz por un 
compuestro tras iluminarlo con una energía electromagnética se conoce como 
espectroscopía. La espectroscopía óptica estudia la interacción particular que tienen las 
radiaciones con longitudes de onda de las regiones Ultra Violeta, Visible Infra Red, Near 
Infra Red y Mid Infra Red del espectro electromagnético (200-700nm). La caracterización 
del comportamiento de un compuesto frente a una radiación electromagnética confiere el 
espectro de absorción, emisión o fluorescencia particular de cada sustancia. Un espectro de 
absorción es una representación gráfica que indica cantidad de luz absorbida a diferentes 
valores de longitud de onda (Abril Díaz et al., 2010). A partir del espectro de absorción de 
un compuesto se obtendrá el valor de longitud de onda al que el compuesto presenta mayor 
absorbancia. Dicha lonitud de onda se empleará para determinar condiciones cuantitativas y 
cualitativas del compuesto. En la Ilustración 1 se muestra un ejemplo del espectro de 
absorción de la Protoporphirine IX (PpIX). 

 
Ilustración 1- Espectro de absorción de la PpIX. Fuente: (Pacheco et al., 2014) (Pacheco, Stolik, De la 
Rosa, & De la Cadena, 2014) 

En los fenómenos de absorción y dispersión, las longitudes de onda de la señal reflejada por 
los tejidos son las mismas que las longitudes de onda con las que se ha radiado el compuesto. 
En cambio, en la fluorescencia, la longitud de onda que reflejará el compuesto siempre será 
distinta y superior a la de la luz con la que se ha iluminado. Iluminando un tejido con una 
longitud de onda UV se recibirá una respuesta dentro de la región visible del espectro 
electromagnético.  

Encontramos distintas formas de caracterizar espectralmente un compuesto fluorescente 
(Corti, 2020) : 

- Espectro de emisión de fluorescencia: muestra la inensidad de fluorescencia medida 
en un rango de longitudes de onda de emisión a una longitud de onda de excitación 
fija. En la Ilustración 2 se encuentra un ejemplo de un espectro de emisión de 
fluorescencia.  
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Ilustración 2- Ejemplo de un espectro de emisión de fluorescencia para una longitud de onda de excitación de 
300nm. Fuente: (Corti, 2020)  

- Espectro de excitación de fluorescencia: muestra la intensidad de fluorescencia en 
una longitud de onda de emisión particular para un rango de longitudes de onda de 
excitación. En la Ilustración 3 se muestra un espectro de excitación de fluorescencia. 
 

 
Ilustración 3- Ejemplo de un espectro de excitación de fluorescencia para una longitud de onda de emisión de 
450 nm. Fuente: (Corti, 2020) 

 

El análisis e interpretación de los espectros de emisión y excitación permitirá seleccionar un 
iluminante de longitud de onda igual a la longitud de onda de excitación y un filtro óptico 
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que permita el paso de longitudes de onda de un rango de interés (en este caso rango de 
longitud de onda que contenga la longitud de onda de emisión pico). El filtro óptico 
seleccionado se colocará sobre la óptica de un sensor de captura, permitiendo registrar 
únicamente la señal de longitud de onda característica de la fluorescencia del compuesto. El 
tejido de interés se iluminará con la fuente de luz monocromática seleccionada y la señal de 
respuesta emitida por el tejido se registrará con la cámara provista del filtro óptico. Así se 
obtendrá una imagen que muestre la fluorescencia emitida por el compuesto de análisis. 

El registro óptimo de la información requiere pues una acotación exacta de las longitudes de 
onda con las que se iluminará el tejido y las longitudes de onda que se registrarán en el sensor 
(Moncho Santonja, 2018). 

En el experimental del presente trabajo la acotación de las longitudes de onda se va a 
conseguir con el uso de luces LED monocromáticas y la acotación del rango espectral 
registrado por el sensor de captura de imagen se conseguirá acoplando filtros de paso delante 
del objetivo del sensor de una cámara digital de un smarphone. Las características técnicas 
de los iluminantes y filtros empleados en la Tesis Doctoral se adjuntan en el Anexo 9 y Anexo 
10.  

La autofluorescencia es un caso particular del fenómeno de fluorescencia. Existe una amplia 
bibliografía publicada de estudios que explican cómo en los tejidos biológicos se encuentran  
moléculas que, cuando un tejido se encuentra libre de enfermedad, tienen unas 
composiciones concretas. Si se sabe el comportamiento de estas sustancias bajo una luz 
concreta, analizando esta señal se podrán detectar cambios en la composición tisular. En 
algunos casos las moléculas presentes de forma natural en los tejidos presentan propiedades 
fluorescentes (fluoróforos) y analizando la señal de fluorescencia de éstos se podrán detectar 
cambios o alteraciones.  

A continuación se plasma una síntesis del estudio de la florescencia desde la perspectiva de 
uso como herramienta de diagnóstico en el ámbito biológico. La información se ha 
obtendido de un estudio (Ramanujam, 2000) que da una visión general de la 
conceptualización de la técnica. 

La espectroscopía de fluorescencia es una técnica rápida, cuantitativa y no invasiva que puede 
ser empleada en la identificación de elementos tisulares, cambios metabólicos y alteraciones 
en tejidos y estructuras biológicas. La espectroscopía es el estudio de la interacción de la 
radiación electromagnética con la materia. Existen tres fases o aspectos generales en los 
procesos de medida y análisis mediante espectroscopía de imagen: 

- Irradiación de una muestra con radiación electromagnética; 
- Medida de la absorción, fluorescencia y dispersión 
- Análisis e interprestación de las medidas 

En la región Ultra Violeta y Visible del especro electromagnético, la absorción y la 
fluorescencia han sido y están siendo fenómenos propuestos como herramientas diagnósticas 
en procesos pre canerosos y oncológicos en la superficie epitelial.  

El fenómeno de la fluorescencia viene desencadenado por variaciones en los estados 
energéticos de los electrones de las moléculas. Cuando una molécula se ilumina con una 
longitud de onda de excitación, ésta absorbe la energía y se activa desde su estado 
fundamental a un estado de excitación. La molécula puede volver a su estado fundamental 
liberando la energía que previamente ha absorbido. Dicha liberación de energía se hace con 
la emisión de una energía radiante que se emite (longitud de onda de emisión) y que presenta 
menor energía (y mayor longitud de onda) que la energia incidente inicial. 
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La intensidad de fluorescencia emitida por una molécula biológica es función de la 
concentración de la misma. 

Estas moléculas biológicas presentes de forma natural en los tejidos biológicos y capaces de 
emitir fluorescencia, se conocen como fluoróforos endógenos. Sus máximos de excitación 
se encuentran en longiudes de onda UV-VIS [250-400nm] y los máximos de emisión se 
encuentran en longitudes de onda principalmente en el rango VIS [300-700 nm]. En la Tabla 
1 encontramos los principales fluoróforos endógenos con sus longitudes de onda de 
excitación y emisión (nm). 

 
Tabla 1- Máximos de excitación y emisión de moléculas biológicas que presentan los fluoróforos endógenos. Fuente: 

(Ramanujam, 2000) 

Es de interés el caso de la fluorescencia que presentan las porfirinas. Presentan una 
fluorescencia roja con picos en 630nm y 690nm cuando son excitadas por longitudes de onda 
de la región ultravioleta y azul del espectro electromagnético entre 400nm y 450nm. 

La técnica de análisis de señal de fluorescencia es sensible a cambios que pueden ser 
precursores de manifestaciones morfológicas como tumores. La técnica también tiene 
potenciales aplicaciones para la evaluación de la respuesta de tejidos a medicamentos y 
fármacos. 

La excitación y análisis de la señal emitida por los fluoróforos endógenos ha sido validada en 
trabajos previos aplicados en distintas áreas médicas. A continuación se detalla una muestra 
de algunas aplicaciones en distintos ámbitos médicos. 

En dermatología, se ha empleado la autofluorescencia en la detección temprana de 
hiperpigmentaciones y presencia anormal de melanocitos (Kollias, 1997). Tal y como se 
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desarrollará y validará en la presente Tesis la imagen de autofluorescencia es una herramienta 
con un gran potencial aplicada a la cuantificación de Acne vulgaris. 

En cirugías de tracto urinario, encontramos un estudio (Zaak et al., 2003) en el cual se 
muestra la autofluorescencia producida bajo una longitud de onda de excitación de 308nm 
por la vegija. 

En oftalmología se usan técnicas de análisis de autofluorescencia para evaluar la distribución 
de la lipofuscina en la retina. La lipofuscina es un fluoróforo intrínseco ocular que al ser 
excitado con longitudes de onda en el rango 300nm-600nm emite fluorescencia en el rango 
400nm-800nm, presentando un pico máximo de emisión en el rango 600nm-640nm (Oishi 
et al., 2019). 

En otorrinolaringología se ha validado la utilidad de la broncoscopía de fluorescencia para 
mejorar la capacidad de detección del cáncer de pulmon. Varios trabajos (Zhang et al., 2022)  
han estudiado la disminución de la fluorescencia verde del tejido traqueofaríngeo cuando se 
presentan adenocarcinomas pulmonares. Para el análisis se han empleado fuentes de 
excitación de 488nm y se ha estudiado la respuesta en el rango de 500nm-550nm. 

En el control de las úlceras plantares diabéticas se está analizando el uso de la imagen de 
autofluorescencia que registre procesos bacterianos asociados a la enfermedad (Rahma et al., 
2022). Se emplea imagen de autofluorescencia con iluminación de 405nm y registro de la 
señal en el rango de los 590nm-690nm. 

A nivel celular, se están desarrollando técnicas y metodologías para emplear la 
autofluorescencia del NADH como biomarcador para la clasificación y caracterización de 
células de tumores cerebrales (Yuan et al., 2019). 

La imagen de fluorescencia es una herramienta/técnica que además puede ser opimizada 
mediante algoritmos de procesado y análisis de imagen.  
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CAPÍTULO 2: Objetivo General y 
Objetivos Específicos de la Tesis  
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El OBJETIVO GENERAL de la tesis es el desarrollo de una metodología de inspección 
visual y registro de imágenes de autofluorescencia para la mejora en el diagnóstico temprano 
de a) la afección oncológica Carcinoma Escamoso epidermoide y b) la mejora en la 
cuantificación y caracterización temporal objetiva de la enfermedad dermatológica Acne 
vulgaris. 

Se plantean pues tres objetivos específicos que permiten desarrollar de forma estrcturada el 
objetivo general de la Tesis.  

OBJETIVO ESPECÍFICO 1. Desarrollo de una metodología que mejore la capacidad de 
detección temprana del Carcinoma Escamoso epidermoide. 

OBJETIVO ESPECÍFICO 2. Validación y desarrollo de una metodología que se basa en el 
aprovechamiento de la autofluorescencia para la mejora en los procesos de seguimiento y 
registro documental de las lesiones causadas por la infección Acne vulgaris. 

OBJETIVO ESPECÍFICO 3. Desarrollo de un algoritmo de cuantificación objetiva de la 
enfermedad Acne vulgaris sobre imágenes de autofluorescencia de la enfermedad. 
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CAPÍTULO 3. Desarrollo completo 
del OBJETIVO ESPECÍFICO 1. 

Desarrollo de una metodología que mejore la 

capacidad de detección temprana del Carcinoma 

Escamoso epidermoide. 

 

 

 

 

 
 

TR ABAJO ASOCIADO: 

Estudio Observacional con DICTAMEN FAVORABLE para su desarrollo en la 
Unidad de Otorrinolaringología del Hospital Lluís Alcanyís de Xàtiva. 
ANÁLISIS DE IMÁGENES DE AUTOFLUORESCENCIA PARA SU USO 
POTENCIAL COMO SISTEMA NO INVASIVO EN LA DETECCIÓN DE 
LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS. 
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El desarrollo de la nueva metodología de mejora en la visualización y detección de lesiones 
se ha planteado y desarrollado en un proyecto de investigación presentado como un Estudio 
Observacional titulado “ANÁLISIS DE IMÁGENES DE AUTOFLUORESCENCIA 
PARA SU USO POTENCIAL COMO SISTEMA NO INVASIVO EN LA DETECCIÓN 
DE LESIONES ORALES POTENCIALMENTE MALIGNAS”. El Estudio 
Observacional se ha planteado en colaboración con el Servicio de Otorrinolaringología del 
Hospital Lluís Alcanyís de Xàtiva y con dictamen faborable a la realizacion del estudio del 29 
de Septiembre de 2021. La responsable principal del desarrollo del proyecto es la Doctora 
D. Purificación Puig. Se adjunta en ANEXO 8 el permiso de inclusión del proyecto y su 
documentación en la presente tesis. 

El Carcioma Escamoso epidermoide es una lesión oncológica muy frecuente en clínica 
otorrinolaringológica. Las lesiones provocadas por la aparición del carcinoma escamoso 
epidermoide suelen manifestarse con aparición en las mucosas bucales, en la lengua, labios y 
rostro de los individuos y es uno de los diez cánceres más frecuentes del mundo (Hernández 
et al., 2021; Alacán Pérez et al., 2017). Su incidencia está en pleno crecimiento y presenta una 
tasa de morbilidad muy alta. Su diagnóstico principal se lleva a cabo en clínica 
otorrinolaringológica, mediante inspección visual bajo luz blanca convencional; siendo 
habitual que la detección de la lesión se realice en fases avanzadas de la enfermedad (Morales 
Puebla et al., 2020). 

La dificultad de detección de la enfermedad en estadíos tempranos se debe a que las lesiones 
no manifiestan alteraciones de la mucosa de la cavidad oral perceptibles a simple vista, ni 
tampoco la enfermedad produce una patología que permita establecer un diagnóstico 
temprano. Visualmente la mucosa afectada aparece del mismo color y textura que la mucosa 
sana. Nos encontramos, por tanto, ante una lesión para la cual la exploración física visual 
con empleo de un iluminante blanco convencional resulta inespecifica e insuficiente. Esto 
provoca de forma directa que la gran parte de las lesiones se diagnostiquen cuando su estadio 
es avanzado. 

Ahora bien, aunque la lesión en fases tempranas a simple vista y bajo luz blanca tenga un 
aspecto cromático muy similar al de la mucosa sana circundante, histológicamente presenta 
diferencias moleculares (Arévalo Nueva et al., 2019).  

La lesión y sus precursoras (Becquart & Guillot, 2020) presentan un aumento de la 
concentración de queratina (Rodríguez et al., 2021; Martínez-Cervantes et al., 2021) 
fenómeno conocido como hiperqueratosis. Es esta hiperqueratosis el factor que se estudiará 
en el proyecto de investigación planteado. 

La queratina es además una proteína estructural que presenta autofluorescencia (McMullen 
et al., 2012). 

En la actualidad existe instrumental comercial (principalmente VELScope y ViziLite Plus) 
que se basan en el análisis de pérdida de la autofluorescencia natural de la mucosa bucal para 
el diagnóstico de lesiones. La mucosa oral está compuesta principalmente por una matriz de 
colágeno y elastina; dos proteínas que presentan una fluorescencia en el rango 500-550nm 
bajo iluminación ultravioleta. Si se produce una acumulación anormal de un compuesto sobre 
la mucosa oral, la lesión impide que esa región emita fluorescencia. La zona con lesión se 
apreciará más oscura que el resto de la cavidad oral. Del análisis de los estudios que emplean 
dicha técnica se encuentra un problema principal: la falta de especificidad de la técnica; la 
pérdida de fluorescencia natural se puede deber a varios factores (entre ellos cualquier 
pequeña infección que aparezca en la cavidad oral), no únicamente a la aparición de lesiones 
de Carcinoma Escamoso epidermoide. Es por ello por lo que en clínica, aunque existe este 
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instrumental, está en desuso (Shah et al., 2020; Rashid y Warnakulasuriya, 2014; Epstein et 
al., 2012;  Nagi et al., 2017). 

Tras un estudio completo del comportamiento de la enfermedad, sus formas de diagnóstico 
actual y los estudios específicos de análisis de la fluorescencia como herramienta diagnóstica, 
como se ha avanzado, se ha propuesto una nueva metodología basada en la detección del 
aumento de la intensidad de señal de  autofluorescencia provocada por las lesiones 
hiperqueratósicas precursoras de la enfermedad como parámetro diagnóstico a evaluar en la 
detección temprana del Carcinoma Escamoso epidermoide.  

La metodología completa que se aplicará, validará y desarrollará se describe de forma 
completa en la Memoria Científica del Proyecto de Investigación. Dicha Memoria contiene 
(entre otra información):  

- Revisión de la literatura existente de instrumental y metodología que emplea el 
análisis de la fluorescencia en la detección del Carcinoma Escamoso epidermoide. 

- Plan de trabajo y estructuración del proyecto. 
- Descripción diseño del proyecto, descripción de la población de estudio, criterios de 

inclusión y exclusión, metodología de obtención y manejo de datos, descripción 
análisis estadístico a aplicar a los datos, etc. 

**El calendario de ejecución del proyecto se vió alterado por la pandemia causada por la 
COVID-19 y se iniciará en el último trimestre de la anualidad 2022. 
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CAPÍTULO 4. Desarrollo completo 
del OBJETIVO ESPECÍFICO 2. 

Validación y desarrollo de una metodología 

basada en el aprovechamiento de la 

autofluorescencia para la mejora en los procesos 

de seguimiento y registro documental de las 

lesiones causadas por la infección Acne  

vulgaris. 
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El Acne vulgaris es una patología dermatológica que afecta a las unidades pilosebáceas. Es 
una de las ocho enfermedades dermatológicas con mayor incidencia a nivel mundial (Ramli 
et al., 2012) y se estima que afecta al 85% de la población de entre 12 y 25 años (Fernández 
Vaglio y Pérez Céspedes, 2020). El desarrollo de la enfermedad se da principalmente en las 
áreas faciales y torso superior de los indivíduos, llegando a provocar daños psicológicos en 
los pacientes que la sufren (Hazarika, 2019).  

El Acne vulgaris es un desorden infeccioso, causado por la proliferación y colonización de 
la  bacteria Cutibacterium acnes (conocida hasta 2021 como Propinobacterium acnes) 
(Dréno et al., 2018).  

Para plantear el desarrollo de una metodología de registro de la fluorescencia asociada a la 
enfermedad Acne vulgaris, se han revisado los estudios que analizan si el Acne vulgaris puede 
ser caracterizado y detectado mediante técnicas de imagen de fluorescencia. 

La bacteria Propinobacterium acnes por sí misma no presenta fluorescencia, pero produce 
unos metabolitos (porfirínas) que emiten fluorescencia roja bajo iluminación con luz 
ultravioleta (Koeing et al., 1994). Es desde principios de la década de 1990, cuando se 
empezaron a desarrollar estudios para analizar si la fluorescencia roja que presentan las 
porfirinas cuando son excitadas con luz UV puede ser empleada para la detección e 
identificación de lesiones.  Se encuentra una discrepancia entre los resultados de los estudios 
publicados y una falta de concluisiones válidas sobre la asociación de la fluorescencia roja 
con la presencia de infección por Acne vulgaris. En base a un instrumental propio que emplea 
como fuente de excitación iluminantes con longitudes de onda en el rango 340-380nm y el 
empleo de un filtro óptico ISO 1600 sobre la óptica de una cámara RGB, en un estudio 
(Luccina et al., 1996), los investigadores concluyen que las imágenes de fluorescencia roja 
obtenidas sí tienen utilidad en el registro y evaluación de la infección. Woong et Al. (2009) 
emplean imágenes tomadas con una cámara RGB sin filtro óptico que acote el registro de 
longitudes de onda y emplen la Luz de Wood para iluminar el área de estudio. Con las 
imágenes obtenidas concluyen que la fluorescencia roja no es característica de P. acnes. Un 
año más tarde se publica en Dobrev (2010) un trabajo que emplea el instrumental comercial 
VISIOPOR para el análisis de la fluorescencia infecciosa y se determina que la imagen de 
fluorescencia sí puede ser empleada para realizar tanto un diagnóstico objetivo de la 
enfermedad como como en la evaluación de efiacia de tratamientos.  

Empleando el instrumental comercial VISIA, (Khongsuwan et al., 2011) los autores estudian 
las imágenes obtenidas asumiendo la validez de la fluorescencia para la detección de puntos 
infectados. En 2016, empleando VISIOPOR y otros instrumentales comerciales, (Richter et 
al., 2016) validan que la cantidad de fluorescencia amarillo-anaranjada en las imágenes indica 
la presencia de infección y su severidad. Ese mismo año, en un estudio (Alexeyev, 2016) se 
describe de forma sintetizada pero muy concreta los trabajos que emplean el uso de la 
fluorescencia roja inducida por luz ultravioleta para la discriminación de puntos con Acne 
vulgaris, concluyendo que pese a que el análisis de imágenes de autofluorescencia es una 
técnica con gran potencial, es necesaria más investigación detallada para poder ser avalada. 
En 2017, (Patwahan et al., 2017) se emplea VISIA para intentar determinar si la fluorescencia 
roja es producida como consecuancia de la infección y que, por tanto, pueda ser indicativa 
de la presencia de Propinobacterium acnes. Se concluye que la fluorescencia puede ser útil 
cuando se establece un ratio de comparación de los valores de intensidad de dos imágenes 
que registran dos intervalos de longitudes de onda correspondientes a la región verde y roja 
del espectro electromagnético. Es en 2018 cuando se publica un estudio determinante que 
demuestra que la fluorescencia roja (635nm) inducida por luz UV está producida por la 
presencia activa de P. acnes (Xu et al., 2018). 
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Tal y como se observa, se ha encontrado una gran discrepancia e incluso contradicciones en 
los estudios publicados durante décadas y que analizan si la fluorescencia roja y amarillo 
anaranjada que se registra en imágenes bajo luz ultravioleta está asociada a la presencia de 
Propinobacterium acnes. Es en 2018 cuando se publica el trabajo (Xu et al., 2018) que analiza 
de forma minuciosa el comportamiento fluorescente de las sustancias presentes a nivel 
folicular. El trabajo describe a nivel microscóptico el comportamiento particular de la 
fluorescencia de la piel a nivel folicular en pacientes con Acne vulgaris. Se descarta que la 
fluorescencia roja sea emitida por el sebo y que ésta (cuando aparece) viene asociada a la 
presencia de la bacteria Propinobacterium acnes. Concluye que la fluorescencia emitida por 
las porfirinas en el rango rojo del espectro electromagnético (con un pico de emisión a 
635nm) bajo iluminación UV puede ser usada como un indicador de monitoreo de la 
desnisdad de P. acnes. Por tanto, se avala la posibilidad de emplear la fluorescencia roja 
inducida por luz UV para la caracterización de lesiones de Acne vugaris. 

Una vez confirmada la posibilidad de emplear la señal de fluorescencia roja como 
identificador de presencia de Acne vulgaris, se ha analizado el instrumental empleado para la 
captura de imagen de autofluorescencia del Acne vulgaris en los trabajos publicados, así 
como funcionamiento del instrumental comercial empleado (Visiopor, VISIA). Visiopor 
emplea una iluminación UV de 365nm y VISIA emplea una iluminación en el rango 375-385 
nm. En 2019 se publica un estudio (Budi et al., 2019) en el cual se emplea VISIOPOR y se 
concluye que la fluorescencia amarillo-anaranjada de las imágenes que emplean no tienen una 
relación directa con la enfermedad Acne vulgaris. 

El estudio y análisis de los trabajos publicados ha permitido desarrollar dos aspectos 
principales: 

- En primer lugar validar en laboratorio la capacidad de obtener imágenes de 
fluorescencia mediante la combinación de un iluminante monocromático y un filtro 
óptico adaptado a la cámara RGB con la que se ha desarrollado el presente trabajo. 
Se ha podido reproducir la captura de imágenes de fluorescencia tal y como se 
describe en la literatura publicada.  La capacidad de replicar la adquisición de las 
imágenes de estudios ya publicados confirma y valida nuestra capacidad de trabajar 
en el registro de imágenes de fluorescencia. La validación de los resultados se ha 
publicado como parte del contenido de la Publicación 1 Indexada JCR. 
 

Para la validación de la capacidad técnica de obtención de imágenes de fluorescecia, se ha 
hecho uso de una cámara RGB de un smartphone, iluminantes monocromáticos y Luz de 
Wood y varios filtros de paso alto. Se han reclutado pacientes de entre 19-23 años y se han 
obtenido imágenes de autofluorescencia a partir de las siguientes combinaciones iluminante-
filtro: 

 
Iluminante: Luz de Wood 
Filtro de paso: OG-515 (> 515nm) 
 
Iluminante: Luz LED monocromática 365nm 
Filtro de paso: OG-515 (> 515nm) 
 
Iluminante: Luz de Wood 
Filtro de paso: OG-530 (> 530nm) 
 
Iluminante: Luz LED monocromática 365nm 
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Filtro de paso: OG-530 (> 530nm) 
 

El dispositivo de captura de imagen empleado ha sido un smartphone (iPhone X) dotado de 
una cámara de 12 megapíxeles. El filtro de paso se ha acoplado en la parte exterior de la 
óptica de la cámara. Las fichas técnicas del instrumental empleado se ajduntan en el ANEXO 
9.  

- En segundo lugar se ha detectado la debilidad principal que presentan los estudios 
desearrollados hasta la actualidad en la forma de registrar la imagen de fluorescencia. 
En su amplia mayoría, se caracterizan los puntos infectados por Propinobacterium 
acnes por aparecer con una tonalidad amarillo-anaranjada en las imágenes de 
fluorescencia. Dado que el establecimiento de un umbral por caracterización 
cromática resulta poco objetivo y reproducible, hemos desarrollado una técnica que 
mejora la identificación de puntos infecciosos basada en una acotación del rango 
espectral de captura y registro de la imagen medante una combinación nueva de 
iluminante-filtro óptico.  
 

De forma coherente con la técnica descrita en (Xu et al., 2018), hemos planteado una técnica 
instrumental que permite la obtención de imágenes de fluorescencia que identifican de forma 
objetiva (no es susceptible a matices colorimetricos tales como puntos amarillo-anaranjados) 
la presencia de puntos colonizados por P. acnes. Se ha empleado para la captura de imágenes 
un filtro de paso alto de 610 nm. Dado que la utilidad de las imágenes obtenidas con Visiopor 
en (Budi et al., 2019) no queda avalada, se ha descartado el uso de iluminantes de 375-385 
nm.  

 
Esta nueva forma de registro de imágenes que revelen la presencia de P. acnes, junto 
con las imágenes que se obtienen es presentada en la Publicación Indexada 2 JCR y 
se basa en una  
 

- iluminación de la región de interés con una luz monocromática de 365nm.  
- captura de imágenes de la región de interés con una cámara RGB de 12 megapíxeles 

en modo monocromático dotada de un filtro óptico de paso alto RG-610 que permite 
registrar únicamene las longitudes de onda > 610 nm.  

En las imágenes que se obtienen, los puntos infectados por Propinobacterium acnes aparecen 
en color blanco, mientras que los puntos no infectados aparecen como gris oscuro, siendo 
posible una diferenciación objetiva de los folículos infectados y los no infectados. 

 

A continuación se muestra un esquema de la configuración del experimental así como las 
imágenes resultantes obtenidas. 
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Ilustración 4- Esquema de la configuración experimental de la metodología propuesta para la identificación de puntos 
infectados por P. Acnes 
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RESULTADOS OBTENIDOS: 

a) En primer lugar se ha obtenido una validación de la capacidad técnica de 
reproduccion y registro de imágenes de fluorescencia con un iluminante LED 
monocromático y un filtro óptico acoplado sobre la óptica de la cámara de un 
smarphone, tal y como se describía en la bibliografía revisada. Las imágenes que han 
permitido validar la técnica se muestran en la Publicación Indexada 1 JCR.  
 

b) Se propone una nueva técnica basada en el empleo de un iluminante de 365nm como 
fuente de excitación y el registro de imágenes en modo monocromático a través de 
un sensor al cual se le ha acoplado un filtro de paso alto de 610nm. Esta nueva 
combinación y técnica permite la obtención de una imagen en la que los puntos 
infectados aparecen blancos y el resto de estructuras sanas en tonalidades oscuras. 
Así, se elimina la subjetividad asociada a la selección de los puntos infectados por 
presentar tonalidades amarillo-anaranjadas. La variabilidad cromática en las nuevas 
imágenes es infinitamente menor y un umbral de clasificación mucho más sencillo de 
establecer. 

 

Las características técnicas de los iluminantes monocromáticos y filtros ópticos empleados 
en el proceso de validación técnica se adjuntan en el ANEXO 9. 

Las características técnicas del iluminante y filtro óptico propuestos en la nueva técnica de 
registro de imagen de fluorescencia se adjuntan en el ANEXO 10.  
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CAPÍTULO 5. Desarrollo completo 
del OBJETIVO ESPECÍFICO 3. 

Desarrollo de un algoritmo de cuantificación 

objetiva de la enfermedad Acne vulgaris sobre 

imágenes de autofluorescencia de la 

enfermedad. 
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Pese a que el Acne vulgaris es una enfermedad fácil de diagnosticar, el polimorfismo que la 
enfermedad presenta provoca una gran complejidad para determinar y cuantificar el grado 
de severidad de la afección. Según el aspecto pleomórfico se pueden identificar lesiones 
primarias y lesiones secundarias. Las lesiones cutáneas primarias en acné pueden dividirse en 
dos categorías principales: lesiones no inflamatorias y lesiones inflamatorias (comedones 
abiertos y cerrados, pápulas, pústulas y nódulos). El grado de actividad de la enfermedad 
viene marcado por las lesiones primarias (Becker et al., 2017). 

Las lesiones secundarias se derivan del resultado de las lesiones primarias, tales como 
hiperpigmentación, descamamiento, etc. 

Si se revisa la literatura publicada relacionada con el manejo de la enfermedad y la 
cuantificación y determinación del grado de severidad de ésta, se pueden encontrar la 
infinidad de técnicas y metodologías empleadas. 

No existe consenso ni en la forma de evaluar las lesiones de los pacientes ni en las escalas y 
metodologías para calcular el grado de severidad de la enfermedad.  

En (Witkowski y Parish, 2004) se hace un estudio de los sistemas empleados a lo largo de la 
historia para identificar lesiones, clasificarlas y definir el estadío o grado de severidad de la 
enfermedad. Los autores explican que se pueden diferenciar entre dos formas principales de 
establecer la severidad de la enfermedad: establecer un grado global de la enfermedad (global 
grading) y contar el número de lesiones (lesion counting). Global grading se basa en 
identificar el tipo de lesiones predominantes, identificar si existe o no inflamación y estima 
la extensión que ocupan las lesiones. Este tipo de metodología establece el grado de severidad 
por comparación con imágenes de referencia o con textos descriptivos (escalas). Pequeñas 
lesiones inflamatorias y comedones no son identificadas en la mayoría de ocasiones. Lesion 
counting se basa en un conteo del numero de cada tipo de lesiones. Primero se diferencian 
los tipos de lesiones que aparecen y posteriormente se cuantifica cada tipo de lesión. Es un 
método más objetivo, que permite distinguir pequeñas diferencias sobre la respuesta 
terapéutica de la enfermedad, el efecto de los tratamientos sobre lesiones individuales puede 
ser estimado y es más empleado en los ensayos clínicos de evaluación de eficacia de 
tratamientos. Como conclusión principal, establece que hay una necesidad inminente de 
establecer un tipo de clasificación de la enfermedad estandarizado a nivel global.  

En (Adityan et al., 2009) se analizan los sistemas de clasificación del grado de enfermedad de 
Acne vulgaris. En concordancia con lo descrito en Witkowski y Parish (2004), añade un 
nuevo tipo de metodología que es la basada en técnicas de ayuda tales como la toma de 
fotografías o la captura de imágenes de fluorescencia. Añade que la imagen de fluorescencia 
tiene ventajas sobre la imagen RGB en tanto que mejora la estimación del numero de 
comedones y realza los eritemas. Establece una descripción completa de las distintas escalas 
propuestas cronológicamente para establecer el grado de severidad del acné y las 
metodologías basadas en el conteo de lesiones. Concluye con que la obtención de la severidad 
de la enfermedas sigue siendo un reto para los dermatólogos. No existe un sistema de 
establecimiento del grado de severidad aceptado universalmente y describe cómo debería ser 
un sistema de obtención de severidad ideal: reproducible, que registre la información de 
forma permanente, simple de usar por el personal médico en clínica, barato, rápido y que 
permita a su vez reflejar criterios subjetivos. 

Un estudio (Becker et al., 2017) pone de manifiesto la gran variabilidad y falta de uniformidad 
en las metodologías de establecimiento de la severidad de la enfermedad. Se plasma de forma 
tabulada todos los desarrollos y metodologías propuestas para establecer la severidad de la 
enfermedad. Sigue diferenciando las dos grandes formas de evaluación: Global grading y 
lesion counting. Ambas formas presentan ventajas e inconvenientes. Global grading se aplica 
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mejor en clínica, siendo un método muy rápido. En ensayos clínicos e investigaicón lesion 
countig proporciona resultados mucho más objetivos; los efectos de tratamientos sobre los 
distintos tipos de lesiones pueden ser evaluados de forma precisa en base a la cuantifiación 
de cada tipo de lesiones y el análisis de su evolución temporal. Sin embargo, y dada la 
complejidad en el establecimiento de un criterio o metodología estandarizado, la FDA ha 
reconocido y recomendado el uso de ambas formas de valoración como formas de medida 
resultados de ensayos clínicos. Introduce también nuevas técnicas de imagen y tecnologías 
aplicables en la evaluación y determinación de la severidad de la enfermedad, haciendo 
especial mención a la utilidad de sistemas de segmentación de imagen a color con algoritmos 
basados en clústering y K-means y análisis de imágenes de fluorescencia. 

Si se analiza el último consenso español para establecer una clasificación y un algoritmo de 
tratamiento del acné (López-Esterbarnz et al., 2017) se observa que la clasificación empleada 
en España para establecer el grado de severidad de la enfermedad y en base a la cual se 
determina qué tratamiento se aplica al paciente, el acné se clasifica como acné comedoniano, 
acné papulopoustuloso leve o moderado, acné papulopustuloso grave o nodular moderado 
y acné grave noduloquístico o con tendencia a desarrollar cicatrices. Se emplea un sistema 
basado en Global Grading. Se vuelve a mencionar la existencia de múltiples escalas de 
gradación del acné basadas en distintos aspectos de la enfermedad y pone de manifiesto la 
necesidad de establecer un sistema universal de clasificación del acné. La dispersión de 
criterios de clasificación dificulta la comparación de resultados entre estudios y la utilización 
de los algoritmos de tratamiento.  

En 2019 encontramos un estudio que describe de forma muy similar a los anteriores la falta 
de un sistema internacional estandarizado para la clasificación y establecimiento de la 
severidad de la enfermedad (Plewing, 2019). Muestra la falta de un sistema de clasificación 
global o conteo numérico que pueda abarcar la gran variedad de formas de enfermedad. La 
falta de una metodología de evaluación y sistema de clasificación internacional estandarizado 
para la identificación del grado de severidad de la enfermedad es un punto de confusión y 
controversia que impide comparar (por ejemplo) estudios de eficacia de fármacos entre 
distintos países. Sigue haciendo énfasis en la necesidad de registro de imágenes de los 
pacientes para mejorar la objetividad de clasificación. 

Uno de los estudios más recientes y que pone en evidencia la falta de una metodología de 
clasificación y valoración del grado de severidad de la enfermedad estandarizada es una 
revisión sistemática de la epidemiología del Acne vulgaris (Sing Heng y Chew, 2020). Se 
analizan una serie de estudios desarrollados entre 1999 y 2019 que describen las formas en 
las que se presenta el acné en diferentes países para poder identificar qué factores influyen 
en la enfermedad. Uno de los factores que se describe de cada estudio es el sistema de 
evaluación de la severidad de la enfermedad y en prácticamente todos los estudios y paises 
se emplea un método diferente.  

Algunas de las escalas de comparación más comunes para la valoración del grado de 
severidad de la enfermedad basadas en global grading son: 

- Leeds technique: publicada en 1984 consiste en una escala numérica de severidad 0-
10 (Ri Woo y Sung Kim, 2022). La severidad se establece por comparación visual del 
paciente con un set de imágenes de referencia (Burke y WJ, 1984).  

- Global Acne Grading System (GAGS): se divide la región facial en seis áreas. Un 
factor de 1 a 3 se atribuye a cada área basandose en su tamaño. Un segundo factor 0-
4 se asigna a cada región en función del tipo de lesión predominante, siendo 0 la 
ausencia de lesión, 1 comedones, 2 pápulas, 3 pústulas y 4 nódulos. Los dos factores 
anteriores se multiplican y se obtiene un valor. Si dicho valor es entre 1-18 se 
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considera acné leve, 19-30 se considera acné moderado, 31-38 se considera severo y 
mayor que 39 acné muy severo (Doshi et al., 1997). Existe una gran subjetividad 
cuando el dermatólogo tiene que comparar y esablecer los tipos de lesión 
predominantes (entre otros factores). 

- Comprehensive Acne Severity System (CASS). Se establecen seis grados de severidad 
de acné en función de una descripción textual de las lesiones (Tan et al., 2007). Ej.: 
acné moderado – más de la mitad del área facial afectada, con numerosos comedones, 
pápulas y pústulas – acné leve – fácil de reconocer, menos de la mitad del área facial 
afectada, bastantes comedones, pápulas y pústulas.  

Por tanto, se puede concluir que no existe un método unificado universal para la clasificación 
y establecimiento de la severidad de la enfermedad. La medida objetiva de la enfermedad es 
una cuestión que en la actualidad no ha sido resuelta.  

Son varios los estudios que han avalado que el conteo del número total de lesiones es la 
forma más objetiva de establecer el grado de severidad que presenta cada individuo y es una 
forma objetiva y estandarizable de evaluar y comparar la respuesta de la enfermedad a los 
tratamientos. 

En todos los estudios se hace énfasis en: a) la necesidad del desarrollo y aplicación en clínica 
de técnicas de captura de imagen que permitan obtener un registro de cada caso clínico, b) 
la necesidad de desarrollo de técnicas que de forma automática detecten, cuantifiquen y 
evalúen las anteriores imágenes para evitar la subjetividad intrínseca asociada al conteo 
manual de lesiones y c) la necesidad de establecer una metodología que, como resultado de 
combinación de a) y b) proporcione una forma de valoración y caracterización objetiva de la 
severidad o grado de la enfermedad en cada paciente. 

Es imprescindible establecer una metodología estandarizada para poder evaluar (entre otros 
aspectos) la respuesta de los tratamientos médicos y valorar la eficacia de los fármacos. Así 
como para poder comparar los resultados obtenidos en distintos estudios. 

Para intentar resolver la manifiesta problemática de falta de metodologías automatizadas y 
estandarizadas que establezcan un grado de severidad de la enfermedad de forma objetiva, 
son varios los investigadores que han desarrollado metodologías de registro de imagen y 
desarrollo de algoritmos que de forma automática caractericen y cuantifiquen la enfermedad.  

Para poder desarrollar un algoritmo y un sitema de registro de imagen de autofluorescencia 
útil, en primer lugar se ha realizado una revisión de los algoritmos de segmentación y conteo 
aplicados a imágenes de Acne vulgaris. El análisis de todos los algoritmos se ha estructurado 
en forma de artículo de revisión. Dicho análisis no se ha publicado hasta la fecha porque ha 
sido sometido a un proceso constante de revisión y actualización.  

De la caracterización de los algoritmos desarrollados para la segmentación de imágenes de 
Acne vulgaris se pueden establecer dos tipologías de algoritmos: los basados en machine 
learning y aquellos que emplean técnicas convencionales de procesado de imagen. Así pues, 
se han desarrollado dos algoritmos distintos que nos brindan resultados óptimos.  

Como se ha podido determinar, hasta el momento no se han aplicado algoritmos basados en 
machine learning sobre imágenes de fluorescencia.  

RESULTADOS OBTENIDOS: 

Se ha desarrollado un algoritmo de identificación y conteo automático de lesiones que 
permite salvar las limitaciones actuales de evaluación y monitoreo automático de la 
enfermedad. El algortimo se ha basado en técnicas de aprendizaje automático (machine 
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learning). Este algoritmo se ha aplicado sobre las imágenes propias de validación técnica 
descritas en el OBJETIVO ESPECÍFICO 2. Se plantea pues una nueva herramieta que 
permite de manera objetiva cuantificar y monitorear la enfermedad. Puede ser aplicada como 
metodología de evaluación de la eficacia de tratamientos farmacológicos; posibilita un conteo 
automático del numero de lesiones y permite comparar series de imágenes temporales que 
muestren si hay un aumento o desaparición de lesiones. La validación de los resultados se ha 
realizado por comparación con el numero de lesiones identificadas por expertos 
dermatológicos sobre las mismas imágenes de fluorescencia. La eficacia del conteo de 
lesiones con el algoritmo propuesto es de más del 90%.  

Algunos algoritmos basados en técnicas de procesado de imagen convencional sí son 
aplicados sobre imágenes de fluorescencia. Como se ha descrito anteriormente, en la tesis se 
ha desarrollado una técnica de iluminación-filtrado que permite distinguir de forma objetiva 
los puntos con afección de los sanos.  

Se ha desarrollado un segundo algoritmo, descrito en la Publicación Indexada 2 JCR,  basado 
en la aplicación de la Función Circular Transformada de Hough sobre imágenes de 
fluorescencia capturadas con la nueva propuesta de combinación iluminación-filtrado. El 
algoritmo brinda como resultado el conteo del número de lesiones o de puntos infectados 
con una sensibilidad de alrededor del 95%. La validación del algoritmo se ha realizado por 
comparación del número de puntos detectados por el algoritmo con el número de puntos 
detectados por cinco evaluadores distintos en cada imagen.  

Además, un problema general en la aplicación de la Función Transformada de Hough ha 
sido resuelto. Para poder aplicar en MatLab la Función Circular Transformada de Houg se 
tiene que indicar el valor de un factor de sensibilidad S. Hasta el momento el valor óptimo 
de este factor se obtenía de forma empírica y estimada. Se ha propuesto una metodología 
que, en base a la propia imagen a segmentar, calcula el valor óptimo del valor de S factor para 
la imagen dada.  

De esta forma, se ha plasmado en la Publicación Indexada 2 JCR: 

a) Un algoritmo de conteo del numero de lesiones sobre imágenes de fluorescencia 
basado en la aplicación de la Función Circular Transformada de HougH con una 
sensibilidad del 95%. Así pues, la combinación de la nueva técnica de captura de 
imagen de fluorescencia de acné junto con el porcesado de dichas imágenes con el 
algoritmo propuesto, es una técnica que puede emplearse para la evaluación de la 
severidad del acné. Se obtiene así una técnica completa de evaluación mucho más 
objetiva y fiable que la evaluación global del grado de severidad de la enfermedad. 
 

b) Una metodología que permite calcular de forma automática y para cada imagen el 
valor óptimo de S factor necesario para la aplicación de la Función Circular 
Transformada de Houg. Esa aportación es relevante para la comunidad científica 
general, pues la Función Circular Transformada de Hough se puede aplicar con 
resultados robustos en el conteo de elementos circulares sobre imágenes de cualquier 
índole. Por ejemplo, para la identificación y conteo del número de glóbulos rojos, 
identificación de defectos porosos en azulejo cerámico, etc.  
 

Además se aporta una revisión completa de todos los métodos de segmentación de imágenes 
de Acne vulgaris desarrolados hasta la actualidad. Artículo de revisión susceptible de ser 
publicado. 
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La presente Tesis Doctoral se titula Aplicación de Técnicas de Iluminación y Procesado de 
Imagen Para la Detección y Medición de Lesiones. 

El objetivo general de la tesis es es el desarrollo de una metodología de inspección visual y 
registro de imágenes de autofluorescencia para la mejora en el diagnóstico temprano de a) la 
afección oncológica Carcinoma Escamoso epidermoide (CEE) y b) la mejora en la 
cuantificación y caracterización temporal objetiva de la enfermedad dermatológica Acne 
vulgaris. 

El desarrollo de la Tesis se inició con un análisis bibliográfico del uso de la autofluorescencia 
en la detección del Carcinoma Escamoso epidermoide. Se hizo un análisis completo de los 
estudios que describían el comportamiento fluorescente de la mucosa oral, del instrumental 
comercial lo analizaba y de los estudios que evaluaban y validaban el uso del instrumental 
comercial. Del análisis bibliográfico anterior se comprobó que todos los trabajos analizaban 
la pérdida de intensidad de fluorescencia verde natural de la mucosa oral para la detección de 
lesiones. En general, la bibliografía evidenciaba que el uso del instrumental comercial actual 
presenta poca sensibilidad en la detección de lesiones asociadas al Carcinoma Escamoso 
epidermoide. Para mejorar la sensibilidad del instrumental disponible, se planteó el 
aprovechar y analizar la autofluorescencia producida por la hiperqueratosis asociada a las 
lesiones del CEE como parámetro diferencial. Este enfoque es absolutamente original y es 
una novedad presentada en la Tesis. En base a la posibilidad de analizar la señal de 
autoflorescencia hiperqueratósica se ha desarrollado todo un Proyecto de Investigación en 
colaboración con la Unidad de Otorrinolaringología del Hospital Lluís Alcanyís de Xàtiva. 
Planteamiento de un Estudio Observacional. 

El Proyecto de Investigación fue evaluado por el Comité Ético de Investigación con 
medicamentos del Departamento Arnau de Vilanova-Llíria. Se obtuvo el DICTAMEN 
FAVORABLE para el desarrollo del Estudio. 

En un inicio, la definición del Proyecto de Investigación junto como su desarrollo en clínica 
se planteó como objetivo y trabajo principal de la Tesis. Como consecuencia de la aparición 
de la pandemia causada por la COVID-19 se suspendió el desarrollo del Proyecto.  

En este punto se replanteó el plan de trabajo de la Tesis y se planteó la aplicación de la técnica 
de imagen de autofluorescencia en el ámbito dermatológico, concretamente en el análisis de 
la patología Acne vulgaris.  

El trabajo anterior quedó definido como Objetivo Específico 1 y se definieron los objetivos 
específicos 2 y 3 de la Tesis, los cuales se han desarrollado con éxito y han dado lugar a varias 
contribuciones relevantes.  

En el Objetivo Específico 2 se define una validación y desarrollo de una metodología basada 
en el aprovechamiento de la autofluorescencia para la mejora en los procesos de diagnóstico, 
seguimiento y registro documental de las lesiones causadas por la patología Acne vulgaris. 

El desarrollo del Objetivo Específico 2 se ha iniciado con el análisis bibliográfico de estudios 
que demuestran la posibilidad de analizar la fluorescencia intrínseca de las lesiones de Acne 
vulgaris para mejorar la capacidad de detección y valoración de la enfermedad. Se han 
revisado todos los estudios que emplean la autofluorescencia para a) mejorar la capacidad de 
inspección visual del personal sanitario y b) permitir registrar las imágenes de 
autofluorescencia de forma permanente. 
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Por una parte, las metodologías y técnicas descritas en los anteriores estudios han sido 
reproducidas en laboratorio. Se han obtenido imágenes con las mismas características que se 
describen en los trabajos publicados. Se ha validado por tanto la capacidad tanto instrumental 
como metodológica que se tiene para registrar imágnes de autofluorescencia de la 
enfermedad. La validación de la capacidad técnica y las imágenes obtenidas en laboratorio 
son una parte de los resultados de la Publicación Indexada 1 en JCR. 

Por otra parte, de la revisión de los estudios que plantean la captura de imágenes de 
fluorescencia de acné se ha identificado una problemática general que presenta la 
metodología de registro de autofluorescencia del acné actual. En las imágenes que se 
obtienen, los puntos infectados aparecen en el rango cromático amarillo-anaranjado. Esta 
definición es subjetiva y no permite acotar de forma clara un umbral discriminatorio.  

Se plantea así una nueva metodología (novedad de la Tesis) que acota y restringe tanto las 
fuentes de iluminación como el rango de captura y registro de las imágenes de 
autofluorescencia de acné. En base a esta metodología propuesta se han registrado imágenes 
sobre las que se identifica de forma objetiva las lesiones infectadas. Se ha desarrollado una 
técnica y combinación de iluminación/filtrado que captura la fluorescencia roja con mayor 
precisión y que elimina la subjetividad de selección de un umbral cromático para la 
clasificación de lesiones. La imágenes obtenidas con esta metodología son parte de los 
resultados de la Publicación Indexada 2 en JCR. 

En el Objetivo Específico 3 se plantea el desarrollo de un algoritmo de cuantificación 
objetiva de la enfermedad Acne vulgaris sobre imágenes de autofluorescencia de la misma. 

Por una parte, se ha revisado la bibliografía que describe cómo es el manejo actual de la 
enfermedad Acne vulgaris, cómo se diagnostica, cómo se hace una valoración del grado de 
severidad de la enfermedad y cómo se analiza la progresión temporal de la enfermedad. Del 
anterior análisis se ha obtenido una conclusión principal: no existe una metodología objetiva 
de cuantificación y estadificación de la enfermedad.  

Por otra parte, se ha revisado toda la bibliografía de desarrollo de algoritmos de segmentación 
de imágenes de Acne vulgaris aplicados a cualquier modalidad de registro de imagen, no 
únimaente aplicados sobre imágenes de fluorescencia. Se ha estructurado esta revisión en 
forma de review paper que se pretende publicar en un futuro inmediato.  

Es patente la necesidad de una técnica y metodología estandar y objetiva que permita definir 
el esado y grado de la enfermedad. Así pues, queda avalada la necesidad de desarrollar una 
técnica de registro de imagen junto con algoritmos de análisis automático de las lesiones.  

Se han desarrollado dos algoritmos de segmentación de imágenes de fluorescencia: 

- Un primer algoritmo basado en técnicas de machine learning (clústering y k-means). 
Este algoritmo se ha validado sobre las imágenes de fluorescencia registradas con la 
metodología empleada en la bibliografía existente. El algortimo presenta una eficacia 
en la detección y conteo de lesiones infectadas del 90%. Junto con otras aportaciones, 
el algoritmo y sus resultados se han presentado en la Publicación Indexada 1 en JCR. 

- Un segundo algoritmo basado en la aplicación de la Función Circular Transformada 
de Hough. Este algoritmo se ha validado sobre las imágenes de fluorescencia 
registradas con la metodología propia que se propone en la Tesis. El algoritmo 
permite ralizar un conteo automático del numero de puntos infectados. La 
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sensibilidad del algoritmo es de alrededor del 95%. Junto con otros resultados el 
algoritmo se ha presentado en la Publicación Indexada 2 en JCR.  

Nos encontramos pues ante una nueva forma de registrar imágenes de fluorescencia que, al 
ser procesadas por los algoritmos propuestos, resultan una técnica de cuantificación y 
evaluación de la enfermedad estandarizada, objetiva y que permite evaluar la efiacia de 
tratamientos. 

Al desarrollar el algoritmo basado en la aplicación de la Función Circular Transformada de 
Hough nos encontramos con la necesidad de definir un parámetro o factor de sensibilidad 
en MatLab. El valor de este parámetro, hasta el momento, se definía de forma empírica. 
Hemos desarrollado una metodología de cálculo AUTOMÁTICA del S factor óptimo para 
cada imagen a procesar con la Función Circular Transformada de Hough. La metodología 
que permite obtener el valor del parámetro de forma automática se ha descrito en la 
Publicación Indexada 2 en JCR.  

Con todo lo anterior, se concluye que el desarrollo de la Tesis ha logrado la consecución del 
OBJETIVO GENERAL del trabajo, así como los Objetivos Específicos en su totalidad. Se 
han aportado mejoras en las metodologías de inspección visual y registro de imágenes de 
autofluorescencia en varios ámbitos clínicos.  

No obstante, es necesario seguir desarrollando instrumental que permita incrementar el 
contraste de visualización de lesiones y mejorar los procesos de inspección visual de tejidos 
biológicos.  

A su vez es fundamental promover e instaurar el uso de estas herramientas de apoyo 
diagnóstico en dermatología, pues, en clínica, actualmente no está instaurado ningún 
protocolo de registro documental de la información clínica del paciente.  

Es necesario además, consensuar y establecer una forma y criterio de valoración del grado 
de severidad del Acne vulgaris de forma objetiva e internacional. Hasta el momento es de 
suma dificultad comparar resultados obtenidos en estudios relacionados con dicha patología, 
pues se parte de un diagnóstico y descripción del estadío de la enfermedad distinto en cada 
trabajo. 
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De forma resumida, las contribuciones principales obtenidas en la Tesis Doctoral y 
publicadas son: 

1. Desarrollo de un Estudio Observacional con dictamen favorable para su ejecución 
en clínica. Propuesta de la autofluorescencia de la hiperqueratosis como parámetro 
diagnóstico de Carcinoma Escamoso epidermoide. 

2. Propuesta de una metodología y combinación iluminación/filtrado que captura la 
fluorescencia roja porfírica con precisión y elimina la subjetividad de selección de un 
umbral cromático en la clasificación de lesiones. 

3. Desarrollo de un algoritmo de segmentación basado en machine learning que sobre 
imágenes de fluorescencia convencionales presenta una eficacia del 90%.  

4. Desarrollo de un algoritmo de segmentación basado en la Función Transformada de 
Hough y que aplicado sobre imágenes de fluorescencia capturadas con la 
metodología propuesta en (2) presenta una eficacia del 95%. 

5. Desarrollo de una metodología de cálculo AUTOMÁTICA del factor de sensibilidad 
o S factor óptimo para cada imagen a procesar en MatLab con la Función Circular 
Transformada de Hough. 

6. Revisión actualizada y publicable con todos los algoritmos de segmentación y 
clasificación empleados en el procesado de imágenes de Acne vulgaris. 

  

La línea de investigación futura y que da continuidad al trabajo descrito en la Tesis es el 
desarrollo en clínica del Estudio Observacional descrito anteriormente. 
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Final Conclusions 

This Doctoral Thesis is entitled Application of Illumination and Image Processing 
Techniques for the Detection and Measurement of Lesions. 

The general objective of the thesis is the development of a methodology of visual inspection 
and registration of autofluorescence images for the improvement in the early diagnosis of a) 
the oncological condition Squamous Epidermoid Carcinoma and b) the improvement in the 
quantification and objective temporal characterization of the dermatological disease Acne 
Vulgaris. 

The development of the Thesis began with a bibliographic analysis of the use of 
autofluorescence in the detection of Squamous Epidermoid Carcinoma. A complete analysis 
was made of the studies that described the fluorescent behavior of the oral mucosa, of the 
commercial instruments that analyzed it and of the studies that evaluated and validated the 
use of the commercial instruments. From the previous bibliographic analysis it was found 
that all the works analyzed the loss of natural green fluorescence intensity of the oral mucosa 
for the detection of lesions. In general, the literature evidenced that the use of the current 
commercial instrumentation presents low sensitivity in the detection of lesions associated 
with squamous epidermoid carcinoma. In order to improve the sensitivity of the available 
instrumentation, it was proposed to use and analyze the autofluorescence produced by the 
hyperkeratosis associated with EEC lesions as a differential parameter. This approach is 
absolutely original and is a novelty presented in the Thesis. Based on the possibility of 
analyzing the hyperkeratotic autofluorescence signal, a whole Research Project has been 
developed in collaboration with the Otorhinolaryngology Unit of the Lluís Alcanyís Hospital 
in Xàtiva. Approach of an Observational Study. 

The Research Project was evaluated by the Ethical Committee for Research with Drugs of 
the Arnau de Vilanova-Llíria Department. A FAVORABLE OPINION was obtained for 
the development of the study. 

Initially, the definition of the Research Project together with its development in the clinic 
was proposed as the main objective and work of the Thesis. As a consequence of the 
appearance of the pandemic caused by COVID-19, the development of the Project was 
suspended.  

At this point the work plan of the Thesis was reconsidered and the application of the 
autofluorescence imaging technique in the dermatological field was proposed, specifically in 
the analysis of the pathology Acne Vulgaris.  

The previous work was defined as Specific Objective 1 and the specific objectives 2 and 3 of 
the Thesis were defined, which have been successfully developed and have resulted in several 
relevant contributions.  

Specific Objective 2 defines the validation and development of a methodology based on the 
use of autofluorescence to improve the processes of diagnosis, follow-up and documentation 
of lesions caused by the pathology Acne Vulgaris. 

The development of Specific Objective 2 has started with the bibliographic analysis of studies 
that demonstrate the possibility of analyzing the intrinsic fluorescence of Acne Vulgaris 
lesions to improve the ability to detect and assess the disease. All studies employing 
autofluorescence have been reviewed to a) improve the visual inspection capability of 
healthcare personnel and b) allow recording of autofluorescence images on a permanent 
basis. 
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On the one hand, the methodologies and techniques described in the previous studies have 
been reproduced in the laboratory. Images have been obtained with the same characteristics 
as those described in the published works. The instrumental and methodological capacity we 
have to record autofluorescence images of the disease has been validated. The validation of 
the technical capacity and the images obtained in the laboratory are part of the results of the 
Indexed Publication 1 in JCR. 

On the other hand, from the review of the studies that propose the capture of fluorescence 
images of Acne, a general problem has been identified in the current methodology for 
recording autofluorescence of Acne. In the images obtained, the infected spots appear in the 
yellow-orange chromatic range. This definition is subjective and does not allow to clearly 
delimit a discriminatory threshold.  

Thus, a new methodology (novelty of the Thesis) is proposed that limits and restricts both 
the sources of illumination and the range of capture and recording of Acne autofluorescence 
images. Based on this proposed methodology, images have been recorded on which the 
infected lesions are objectively identified. A technique and illumination/filtering 
combination has been developed that captures red fluorescence more accurately and 
eliminates the subjectivity of selecting a chromatic threshold for lesion classification. The 
images obtained with this methodology are part of the results of the Indexed Publication 2 
in JCR. 

Specific Objective 3 proposes the development of an algorithm for objective quantification 
of Acne Vulgaris disease on autofluorescence images of the same. 

On the one hand, we have reviewed the literature describing the current management of 
Acne Vulgaris disease, how it is diagnosed, how the degree of severity of the disease is 
assessed and how the temporal progression of the disease is analyzed. From the above 
analysis, a main conclusion has been obtained: there is no objective methodology for 
quantification and staging of the disease.  

On the other hand, we have reviewed all the literature on the development of acne vulgaris 
image segmentation algorithms applied to any image registration modality, not only applied 
to fluorescence images. This review has been structured in the form of a review paper that 
we intend to publish in the near future.  

There is a clear need for a standard and objective technique and methodology to define the 
stage and degree of the disease. Thus, the need to develop an image recording technique 
together with algorithms for automatic analysis of the lesions is supported.  

Two fluorescence image segmentation algorithms have been developed: 

- A first algorithm based on machine learning techniques (clustering and k-means). 
This algorithm has been validated on fluorescence images recorded with the 
methodology used in the existing literature. The algorithm presents an efficiency in 
the detection and counting of infected lesions of 90%. Together with other 
contributions, the algorithm and its results have been presented in JCR Indexed 
Publication 1. 

- A second algorithm based on the application of the Hough's Transformed Circular 
Function. This algorithm has been validated on the fluorescence images recorded 
with the proprietary methodology proposed in the Thesis. The algorithm allows to 
perform an automatic count of the number of infected points. The sensitivity of the 
algorithm is about 95%. Together with other results, the algorithm has been 
presented in the JCR Indexed Publication 2.  
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We are therefore faced with a new way of recording fluorescence images that, when 
processed by the proposed algorithms, result in a standardized and objective technique for 
quantification and evaluation of the disease, which allows the effectiveness of treatments to 
be evaluated. 

When developing the algorithm based on the application of the Circular Hough Transform 
Function, we found the need to define a parameter or sensitivity factor in MatLab. The value 
of this parameter, until now, was defined empirically. We have developed a methodology for 
the AUTOMATIC calculation of the optimal S factor for each image to be processed with 
the Circular Hough Transform Function. The methodology to obtain the parameter value 
automatically has been described in the JCR Indexed Publication 2.  

With all the above, we conclude that the development of the Thesis has achieved the 
GENERAL OBJECTIVE of the work, as well as the Specific Objectives in their entirety. 
Improvements in visual inspection methodologies and autofluorescence imaging regsitro in 
several clinical settings have been provided.  

However, it is necessary to continue developing instruments that allow increasing the 
visualization contrast of lesions and improving the visual inspection processes of biological 
tissues.  

It is also essential to promote and establish the use of these diagnostic support tools in 
dermatology, as there is currently no protocol in place in clinical practice for documenting 
patient clinical information.  

It is also necessary to reach a consensus and establish a form and criteria for evaluating the 
degree of severity of Acne Vulgaris objectively and internationally. So far, it is extremely 
difficult to compare results obtained in studies related to this pathology, since we start from 
a diagnosis and description of the stage of the disease different in each work. 
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In summary, the main contributions obtained in the Doctoral Thesis and published are: 

1.       Development of an observational study with favorable opinion for its execution in 
clinic. Proposal of autofluorescence of hyperkeratosis as a diagnostic parameter of squamous 
epidermoid carcinoma. 

2. Proposal of a methodology and illumination/filtering combination that captures 
porphyric red fluorescence accurately and eliminates the subjectivity of selecting a chromatic 
threshold in the classification of lesions. 

3. Development of a segmentation algorithm based on machine learning that on 
conventional fluorescence images presents an efficiency of 90%.  

4. Development of a segmentation algorithm based on the Hough Transformed 
Function and that applied on fluorescence images captured with the methodology proposed 
in (2) presents an efficiency of 95%. 

5. Development of a methodology for the AUTOMATIC calculation of the optimal 
sensitivity factor or S factor for each image to be processed in MatLab with the Circular 
Hough Transform Function. 

6. Updated and publishable review with all the segmentation and classification 
algorithms used in the processing of Acne Vulgaris images. 

  

The line of future research and that gives continuity to the work described in the Thesis is 
the development in clinic of the Observational Study described above. 
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En 2015, las Naciones Unidas hicieron un llamamiento universal con el objetivo de eliminar 
la pobreza, conservar el planeta y garantizar la paz y prosperidad para todas las personas 
antes de 2030. 

Para ello se definieron los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible. 

Cualquier investigación que se desarrolle actualmente debe estar en línea con los Objetivos 
para el Desarrollo Sostenible y contribuír en la consecución de éstos.  

Todo proyecto debe ser planteado y analizado desde el punto de vista de la sostenibilidad. 

Los resultados obtenidos en la Tesis pueden suponer ayudar en la implantación de procesos 
de telemedicina y tele diagnóstico. Estas nuevas modalidades contribuyen en la reducción de 
consultas y visitas presenciales a consultas y centros médicos, reduciendo el número viajes y 
desplazamientos que éstas tienen asociadas. 

De forma paralela al desarrollo de la Tesis, se ha desarrollado un trabajo que permite valorar 
y cuantificar la reducción de contaminantes que supondría la implementación de la 
telemedicina en el ámbito rural.  

Aunque este trabajo no se incluye en el compendio de artículos de la Tesis, ha sido de utilidad 
para valorar desde el punto de vista de la sostenibilidad cuál es el potencial impacto que 
puede tener el desarrollo de técnicas que fomenten la telemedicina. 

 

Moncho-Santonja, María; Silvia Aparisi-Navarro; Defez Garcia, Beatriz; Peris 
Fajarnes, Guillermo; A. Davol. (2022) Health care in rural areas: proposal of a 
new telemedicine program assisted from the reference health centers, for a 
sustainable digitization and its contribution to the carbon footprint reduction. 
Heliyon,  7 (8), - 10.1016/j.heliyon.2022.e09812  
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ANEXO 1 

Texto completo Publicación 1 indexada JCR. Segmentation Methods for 
acne vulgaris images: Proposal of a new methodology applied to 
fluorescence images. 
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Title: Segmentation methods for acne vulgaris images: Proposal of a new methodology 
applied to fluorescence images 

Authors: Guillermo Peris-Fajarnés, María Moncho Santonja, Beatriz Defez García, Ismael 
Lengua Lengua 

Abstract 

Background: Acne vulgaris is one of the most common human pathologies world- wide. Its 
prevalence causes a high healthcare expenditure. Acne healthcare costs and effects on 
individuals' quality of life lead to the need of analysing current acne evaluation, treatment 
and monitoring methods. One of the most common ones is manual lesion counting by a 
dermatologist. However, this technique has several limitations, such as time spent. That is 
the reason why the development of new computer-assisted techniques is needed in order to 
automatically count the acne lesions. 

Materials and Methods: Using the fluorescence images, a segmentation algorithm is 
implemented in MATLAB. 

Results: A new counting tool has been obtained that provides a form of objective evaluation 
of acne vulgaris disease. The effectiveness of the application of the seg- mentation method 
is more than 90%, being valid for the follow-up and diagnosis of injuries. 

Conclusion: Automated counting of acne lesions has been proposed to solve current 
limitations of evaluation and monitoring methods for acne vulgaris. It is clear that the use of 
machine learning algorithms such as k-means enables clinicians to objectively and quickly 
evaluate the severity of acne. 

K E Y WO R D S 

acne vulgaris, dermatology, fluorescence imaging, image processing, image segmentation, 
machine learning, MATLAB 

 

1 | INTRODUC TION 

Acne vulgaris is an inflammatory chronic disease of pilosebaceous units—a pilosebaceous 
unit is formed by all the hair follicles related to the same sebaceous gland. The main affected 
regions are face, neck, chest and back. Clinical manifestations are seborrhoea or 
overproduction of sebum, the presence of non-inflammatory and inflammatory lesions on 
skin (open and closed commedos, and pustules and papules, respectively), and scars.1 It is 
the most common dermatological pathology worldwide.2 85% of adolescents suffer from 
acne.3 

In order to monitor and treat acne properly, a precise and reliable method to establish acne 
severity is needed.4 Currently, there is a wide range of acne grading systems, which shows 
the lack of a global standard. These systems can be divided into two groups: those based on 
manual lesion counting and the ones that use a model pho- tography.3,4 Several studies have 
proven lesion counting to be an objective and reliable method.4,5 
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FI G U R E 1 Two of the images captured in the laboratory, pertaining to the same subject. 
A, Image obtained with a LED lamp and OG-530 filter. B, Image obtained with Wood's 
light and OG-515 filter  

 

 

 

 

 

 

 

  

Beyond classical methodologies for the evaluation and monitoring of acne vulgaris, new 
computer-based techniques—sometimes applied to new image modalities, such as 
fluorescence images or polarized photography—have appeared to solve current limitations. 
These limitations include time spent and human errors and lead to an increase of economic 
costs. The aim of this study is to develop a new methodology to automatically count acne 
lesions by implementing a segmentation algorithm on fluorescence images. 

1.1 | Fluorescence images 

One of the characteristics of acne is the colonization of hair follicles by bacteria 
Propionibacterium acnes (P acnes).1,2 Several studies have shown that substances secreted 
by P acnes called porphyrins are the cause of acne lesions fluorescence.6,7 Porphyrins absorb 
ultraviolet (UV) light and emit red fluorescence in response.8,9 Consequently, it is possible 
to enhance the visualization of acne lesions using fluorescence images of the skin of acne 
patients. 

1.2 |  Segmentation methods: background 

The authors conducted a systematic review in order to analyse cur- rent segmentation 
methods proposed for acne vulgaris images. A total of 20 studies were found. The review 
showed that current segmentation methods for acne vulgaris images can be divided into two 
groups: those algorithms based on classical image processing tech- niques10-22—they 
consist of a series of steps or operations that have to be applied to an image, for instance 
colour space transformations or contrast modifications. The other group refers to machine 
learning algorithms.18,23-29 There is no preference between one group or another, since 
nowadays both types of methodologies are being proposed by research groups. In addition, 
there is a lack of uniformity in the evaluation of results for each study, which makes the 
comparison of these segmentation methods difficult. 

In order to perform segmentation, different image modalities are used, but conventional 
photographs are the most common modality. Fluorescence images are used in only two 
studies.12,22 This evidences a research gap on segmentation methods for different image 
modalities. 

(A) (B) 
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In this study, the authors hypothesize that fluorescence imaging can be a useful modality to 
segment and count acne lesions automatically, since it is easy to capture the images and 
lesions are visually enhanced. The existing methodologies for acne fluorescence images are 
both based on classical image processing techniques. However, from the analysis of 
limitations declared on each analysed study, it can be concluded that algorithms based on 
these techniques cannot be totally automatized, mainly because there are some parameters 
that need to be manually adjusted.13,20-22 That is why in the present work machine learning 
algorithms are chosen for the implementation of the proposed methodology. Hence, to the 
best of the authors’ knowledge, this is the first study on fluorescence images segmentation 
using machine learning algorithms for acne vulgaris. 

2 | MATERIAL S AND METHODS  

2.1 | Capture of the images 

Fluorescence images were obtained in the laboratories of CITG. These were photographs of 
the face of mild acne patients. Figure 1 shows two of the obtained images. 

Two different lamps were used—Wood's lamp and a LED lamp— both emitting UV light. 
The capture sensor was a standard RGB camera which corresponds to the model of the 
iPhone X smartphone—with a resolution of 12 megapixels. In order to avoid the most 
common interferences in this kind of images, two high-pass filters from UQG Optics were 
used—cut-off wavelengths of 515 nm (OG-515) and 530 nm (OG- 530). It should be 
mentioned that the wavelength range of interest is 600-650 nm—emission spectrum of 
porphyrins.30 Therefore, the algorithm was implemented using four types of images: Wood's 
lamp with 515 nm filter, Wood's lamp with 530 nm filter, LED lamp with 515 nm filter and 
LED lamp with 530 nm filter. 

2.2 | Segmentation algorithm 

The segmentation algorithm was implemented using MATLAB R2018b and is based on k-
means clustering with automated selection of the desired cluster—the one which contains 
lesion pixels. The k-means algorithm allows the method to detect acne points without human 
intervention. There is only one previous step before performing clustering: the selection of 
the red component of the RGB image. As previously reported, fluorescence emission is red-
coloured. 
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 FI G U R E 2 R, G and B decomposition of an image obtained using LED lamp and OG-
515 filter  

 

 

Therefore, as Figure 2 illustrates, the R—red—component of the image provides more 
information than the rest of the RGB channels, so that they can be removed to improve the 
performance of the algorithm. 

K-means segmentation is performed on the red component of the input image. The number 
of clusters is two—the one containing background and healthy skin pixels, and the cluster 
containing pixels identified as lesions. Following the suggestion of -18-, nested k-means are 
executed. In this case, it was found experimentally that the optimal number of segmentations 
was four, although three nested k-means clustering were sufficient in a few cases. Hence, a 
second k-means is executed on the resulting image segmented by the previous k-means, but 
three clusters are formed: a cluster for background and normal skin pixels, another one for 
lesion pixels, and a third cluster contains those pixels that were wrongly identified as lesions 
in the previous segmentation. Third and fourth segmentations are also performed with k = 
3. Figures 3-5 show the segmentation results for the subject of Figure 2. 

To completely automatize segmentation, following the approach of -29- for fuzzy c-means 
algorithm, an intelligent selection of the desired cluster is implemented. This selection is 
based on the intensity levels of pixels in the image, so that the ones with the highest intensity 
values correspond to lesions, since lesions’ fluorescence is red and the algorithm works with 
the red component. 

 

  FI G U R E 3 Resulting image after the first clustering with k- means 
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Hence, the algorithm looks for the cluster whose centroid has the highest intensity value. 

3 | RESULTS 

Once segmentation is performed, the algorithm is capable of counting the detected lesions 
automatically and indicates the number of lesions as an output parameter. Therefore, the 
implemented algorithm segments the image in order to detect acne lesions and finally 
demarks and counts these lesions automatically. 

 

 

 FI G U R E 4 Second (left) and third (right) segmentations. As it can be seen, the error 
decreases  
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FI G U R E 5  Final image, after the last segmentation (fourth k-means)  

 

FI G U R E 6 Input (left) and output (right) images with demarked lesions in red. A, Image 
obtained using LED lamp and OG-515 filter. B, Image obtained with LED lamp and OG-
530 filter  

 

  

Figure 6 shows the input and output images for two subjects. 

3.1 | Validation of the algorithm 

After the analysis of 54 processed images, a maximum discrepancy between the number of 
points counted by the experts and the number of points resulting from the application of the 
algorithm of 11.2% has been obtained. In some cases, the percent- age of variation between 
manual and automatic counting did not exceed 4%. 

The discrepancy between the number of injuries identified by the experts and the number of 
injuries obtained with the algorithm can be the cause of two main factors. 

(A

(B
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 First, for the different appreciation of colour by each expert. Since the lesions share a regular 
morphology with the rest of uninfected pores, the detection of anomalies results from a 
colorimetric assessment. 

Second, the algorithm can detect possible image noise points as injuries. 

4 | CONCLUSION  

Automated counting of acne lesions has been proposed to solve current limitations of 
evaluation and monitoring methods for acne vulgaris. It is clear that the use of machine 
learning algorithms such as k-means enables clinicians to objectively and quickly evaluate the 
severity of acne. 

We are faced with a new tool that allows objective and quantified monitoring of the disease. 
In addition, this tool is a new methodology for evaluating the efficacy of pharmacological 
treatments in lesions, since the count of the number of conditions allows time series to be 
made and the decrease or appearance of new lesions to be compared. 

Furthermore, it has been proven that fluorescence imaging is a useful modality to easily 
segment and detect acne lesions. 
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ANEXO 2 

Texto completo Publicación 2 indexada JCR Hough Transform Sensitivity 
Factor Calculation Model Applied to the Analysis of Acne Vulgaris Skin 
Lesions.  
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Abstract: The number of infectious spots or pathological structures recorded on 
dermatological images is a tool to aid in the diagnosis and monitoring of disease progression. 
Dermatological images for the detection and monitoring of the evolution of acne infections 
are evaluated globally, comparing whether the increase or decrease in infectious lesions 
appearing on an image is significant. This evaluation method is only indicative since its 
accuracy is low. The accuracy problem could be improved by an exact count of the number 
of structures and spots appearing on the image. The mathematical function circular Hough 
transform (CHT) function implemented in MATLAB is here applied to develop a procedure 
for counting these structures. CHT has been used in the recognition of benign and distorted 
red blood cells, in the detection of pellet sizes in industrial processes and in the automated 
detection and morphological characterization of breast tumor masses from infrared images, 
as well as for the detection of brain aneurysms and use in magnetic resonance imaging. The 
sensitivity factor is one of the many parameters required to feed the CHT algorithm. Its 
choice is unclear as there is no proper methodology to select an optimum value suitable for 
each image. In this work, a procedure for determining the optimal value of the sensitivity 
factor is proposed The approach is validated by comparison with the results of the manual 
counting of the points (ground truth). 

Keywords: circular Hough transform function; image processing; statistics; sensitivity; 
MATLAB; dermatological images 

 

1. Introduction 

To date, there is no standardized way of monitoring the evolution of the pathology caused 
by acne vulgaris infection. Although the best way of monitoring is to count the number of 
infected pores appearing on the skin, this is not usually performed in dermatological clinics. 
In addition, it has been shown that infected spots have a different fluorescence than pores 
that appear to be infected but are not. 

The circular Hough transform function (CHT) is one of the most robust spot detection and 
counting algorithms available, but for its correct implementation it is necessary to choose a 
sensitivity factor, which until now has been chosen randomly or empirically. 

In the present study, an automated way of choosing the optimal sensitivity factor for the 
algorithm and for each image to be processed is developed. All this is studied on fluorescence 
images of the disease. 

As a result, we obtain an algorithm that provides us with the optimal sensitivity factor for 
counting the number of infected points that appear in fluorescence images processed with 
the CHT function. 

Until now, the implementation of the Hough transform function in MATLAB had as a weak 
point the choice of the optimal sensitivity factor. This problem is solved in the present work 
and will allow the algorithm to be applied accurately by the entire scientific community. 
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When monitoring the course of a pathological processes in dermatology, such as acne 
infections [1], it is common to record images of the control [2].  

The structures of interest that are analyzed in the dermatological images studied in this article 
have circular or quasi-circular shapes. It is therefore interesting to study the application of 
CHT in the processing of monochromatic dermatological images.  

The CHT function is implemented in the MATLAB software, within the Image Processing 
Toolbox. This function has different input arguments such as radius or maximum and 
minimum diameter of the structures to be detected, background shape (brightness–
blackness), etc. 

Of all the input arguments, and as described below, one of the most difficult parameters to 
choose for the application of this function is the sensitivity factor S. This factor has values 
in the range (0–1). The closer we get to the value 1, the more faint and partially obscured 
circles the algorithm can detect, but at the same time the risk of false detection increases. 
With the same sensitivity factor value, we do not obtain the same results in two different 
images and, therefore, the choice of an optimal value for each image to be processed is 
important. Thus far, this value has been chosen empirically [3], through trial and error stack 
overflow.  

As this way of choosing has proved to be inefficient and imprecise, and as the need to 
determine the optimum value for processing each image is evident, a methodology is 
proposed that allows a standardized and automated way of finding an optimum value for 
each image to be processed and analyzed. The possibility of quickly and automatically 
quantifying the number of structures that appear in medical images has been studied in works 
such as [4], where different segmentation algorithms are proposed. In [4], an algorithm for 
the recognition and quantification of cells present in different histological slices is proposed. 
In [5] it is used circle Hough transform to analyze immune responses by quantifying the 
amount of cytokine secreted by cells. ELISpot and FluoroSpot images were analyzed. [2] 
used the circle Hough transform for cell detection in blood samples. [3] used CHT for 
femoral head detection in perthes MR slices. [6] used CHT for the detection of abdominal 
aortic aneurysm automatically. 

Although segmentation of medical images is addressed in many studies as 
[4,5,7,8,9,10,11,28], and segmentation of elements in inhomogeneous images is achieving 
very good results as in [12,13,14,15,16,29,31]. [16], quantification of the exact number of 
points in a dermatological image is a problem that has not been solved efficiently. In this 
paper, CHT is applied to count the number of points in dermatological images and the 
algorithm is implemented in MATLAB. The main problem with this algorithm is the choice 
of the optimal sensitivity factor for each image. From a given sensitivity factor, the detection 
of dots increases exponentially, the latter being the optimal factor for achieving a correct 
count.  

As mentioned above, for each image we obtain several sensitivity factors, one of which gives 
us the highest precision in the point count. For each image, consecutive sensitivity factors 
are evaluated and for each sensitivity factor a number of points is obtained. The behaviour 
of the data is as follows: from one sensitivity factor onwards, the number of points counted 
increases exponentially. This last sensitivity factor (before the exponential increase) is the 
optimum for the application of the algorithm. 
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The values of the sensitivity factor and the corresponding number of points obtained have 
been plotted on a cartesian graph (X,Y). A sharp change in the slope of the graph was 
observed when the number of points started to grow exponentially. 

To choose the optimal sensitivity factor, a statistical methodology presented in studies such 
as [30] has been used. The behaviour of the slope change can be modelled by choosing the 
mathematical equation according to the visual aspect of the XY plot or by knowing the 
expected behaviour. In this study, the optimal point of the sensitivity factor will be sought 
by analysing a change in slope. An algorithm for choosing the optimal sensitivity factor is 
proposed. 

2. Background 

2.1. Basic Idea of Circular Hough Transform Function (CHT) 

Hough in 1962 proposed the representation of a line in space (r, Ө), so that straight lines 
could be detected in an image. Subsequently, this transform was extended to the detection 
of regular shapes. Practical cases of application of the Hough transform (HT) for linear 
elements can be found in line detection in low-level vision systems [17] and in the detection 
of straight lines in images with optimized algorithms [18]. 

The circular Hough transform (CHT) function is derived from the Hough transform (HT) 
for linear object detection. CHT is based on the same principle: a point (x,y) is represented 
by a curve in space (r, Ө) [19]. 

The equation of a circle answers to 

(x − a)2 + (y − b)2 = r (1) 

  

  

Now, each centroid of circle (a, b) will be represented on a surface in the space (a, b, r,) 
where r is the radius of the circle. 

The circle is thus defined by three parameters and, consequently, the parameter space will 
have three dimensions. A circle in image-gen-space will be a point in parameter space [20]. 

The parameter space is defined in each case by the shape of the object of interest to be 
detected in an image [21]. 

For each contour pixel there is a family of circumferences passing through that pixel and 
given by the parametric representation of circles 

x = a + r* cos (t) (2) 

y = b + r* sin (t) (3) 

The angle t is evaluated in 0–360°.  

The algorithm is based on a voting accumulation system [22]. Each contour pixel votes for 
all possible circumferences passing through that pixel. If a point appears in the parameter 
space that has accumulated many votes, the parameters of that point are interpreted as 
corresponding to the circle that passes through a large number of contour points [20].  
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Thanks to the cumulative voting system (maximum likelihood election) the CHT function is 
robust to noise and to the lack of data for some incomplete circles. 

2.2. CHT in Matlab 

CHT is implemented in the MATLAB software, ToolBox Image Segmenter in the function 
imfindcircles so that the parameters to be entered are the minimum and maximum diameter 
of the circular objects to be identified and a sensitivity factor, among others. 

The sensitivity factor represents the minimum quality threshold of elements classified as 
circles. The value of the sensitivity factor must be in the range (0–1), the default being 0.85. 
With the same value of this factor applied to different images, the results obtained differ 
completely. By increasing the value of the factor, it will be possible to classify elements less 
defined in contour and elements less defined in contrast of intensity values with respect to 
their adjacent pixels [23]. As mentioned above, as the sensitivity factor value approaches 1, 
more faint and partially obscured circles can be detected with the algorithm, but the risk of 
false detection of elements also increases.  

The main problem encountered is that there is no mathematical formula or method that 
allows a choice of the factor value that corresponds to an optimal performance of the 
algorithm. Thus far, the optimal value of the sensitivity factor has only been found 
empirically [24]. There is no methodology to automatically select an optimal value for each 
image to be processed. Therefore, we propose here a procedure for determining this value. 
The approach will be validated by comparison with the results of the manual counting of the 
points (groundtruth). 

3. Material and Methods 

MATLAB software version 2018b licensed by the Universitat Politècnica de València was 
used to process the images and implement the methodology for the automatic selection of 
the optimal value of the sensitivity factor. Hardware was PC Lenovo L380 Yoga. 

The processed images were in raw format and the color model was monochromatic. The 
images were taken by illuminating the skin with ultra-violet light that activated the 
fluorescence of the lesions [25]. The fluorescence of infected lesions is caused by the 
bacterium Propionibacterium Acnes [26]. 

The images were taken with a SCHOTT RG610 high-pass optical filter placed in front of 
the sensor. The sensor was an IphoneX camera. As we only recorded the signal in the red 
range, the images were taken in monochromatic mode. 

The groundtruth images used by the manual evaluators to count the points were printed on 
a Ricoh Aficio MP2550 laser printer with monochrome printing mode and 600 × 600 dots 
per inch resolution. 

The manual dot counting was carried out by five different evaluators from the Centre for 
Research in Graphic Technologies of the Universitat Politècnica de València. 

The methodology is described with reference to one of the images analyzed, Figure 1. 
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Figure 1. Image of detection of infectious presence of Propionibacterium acnes. 

A small algorithm has been created that works in the form of a loop that for each image to 
be processed, applies consecutive sensitivity factors with an increment of 0.01, and for each 
one of these it registers the number of points detected in the binary image that the function 
automatically creates to carry out the count. The final output of the algorithm is a file with 
the number of points associated with each sensitivity factor for which the circular structure 
count has been performed. The algorithm will work for sensitivity factors between 0.81–0.82 
up to a maximum of 0.96. Sensitivity values (Sfactor) exceeding the limits of the range (0.81–
0.96) have in no case (previous tests) given valid counts. 

As mentioned, with the CHT algorithm implemented in MATLAB, the image will be 
processed by giving the sensitivity factor S values from 0.82 to 0.96 in 0.01 increments. As a 
result, a binary image (BW) will be obtained from which the number of identified points will 
be counted. 

To count the number of elements identified by the algorithm, the function implemented in 
MATLAB bwlabeln is used, the input parameter of the function being the BW image 
obtained from imfindcircles. 

The number of points detected associated with each sensitivity Sfactor is recorded. With the 
different values of the number of points obtained, a new parameter (W) is calculated. 

For each image, the algorithm is evaluated under different Sfactors. Table 1 shows the number 
of points for different Sfactor. Then, for each Sfactor that the algorithm evaluates, we obtain a 
number of points and a W. For each image evaluated, we obtain a set of data that are 
represented in the fitting model and from this model we choose the value of the Sfactor under 
which the algorithm obtains a better count of the infected points. 

For example, in Table 2 we can see how for each Sfactor a number of points and a W are 
associated. 
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Table 1. Number of points detected for each Sfactor. 

Sfactor Number of Points 

0.82 403 

0.83 403 

0.84 471 

0.85 605 

0.86 605 

0.87 657 

0.88 708 

0.89 787 

0.9 877 

0.91 945 

0.92 966 

0.93 1001 

0.94 1087 

0.95 1182 

0.96 1279 

 

 

 

NPi = number of points for each sensitivity value. 

NPmax = maximum number of points for maximum sensitivity value.  

3.1. Statistical Analysis  

Each W value will therefore be associated with a particular sensitivity factor S. The set of 
sensitivity factors S together with the respective associated W will be plotted as in Figure 3a 
As can be seen in Figure 2, a theoretical graphical representation with differentiable trend 
intervals is obtained. Thus, at the point on the graph where we find the beginning of an 
exponential interval, we will find the value of S that will be close to the optimum. Once the 
results of the count are obtained, the data will be fitted to a mathematical model with change 
of slope (SPLINE) so that the selection of the optimal point S will coincide with the XR value 
that provides the best fit to the model in terms of R2 and significance. 

The theoretical slope change equation (SPLINE) is 

Y = β0 + β1*X + β2*D(X−XR) + U  (5) 

𝑊𝑊 =
𝑁𝑁𝑃𝑃𝑖𝑖

𝑁𝑁𝑃𝑃𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 − 𝑁𝑁𝑃𝑃𝑖𝑖
 (4) 
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where: 

Y = The dependent variable of the model. 

β0 = The independent coefficient. Represents the value of Y variable when the variable X is 
zero. 

β1 = The coefficient that accompanies the X variable. Represents the first slope of the model 
and measures the increase in the variable Y when the X increases one unit. 

X = The independent variable of the model. 

β2 = The coefficient that accompanies the Dummy variable. Difference in the increase in the 
variable Y when one unit of the variable X is increased while X ≤ XR with respect to when 
X > XR. 

D = Dummy variable that takes a value of 0 when X ≤ XR, and a value of 1 when X > XR. 

XR = The node from which the slope of the line will change. 

U = The perturbation of the model. Represents the variables that do not appear in the model 
and that can affect the dependent variable Y. 

 

Figure 2. Representation of theoretical slope change (SPLINE), the data have been 
simulated. 

Applied to the variables we are working with, this would be 

W = β0 + β1*Sfactor + β2*D(Sfactor−SfactorR) + U (6) 

where: 

W = The dependent variable of the model. 

Sfactor = The independent variable of the model. 

D = Dummy variable that takes a value of 0 when Sfactor ≤ SfactorR, and a value of 1 when Sfactor 
> SfactorR. 

SfactorR = The node from which the slope of the line will change. 

 

 

 

X

Y

XR

D=0 D=1
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Table 2. Model fit for choice of Sfactor in Trial 1. 

Trial 1 

SfactorR 0.81 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 0.91 0.92 0.93 0.94 0.95 

NP - 403 471 549 605 657 708 754 787 877 945 966 1001 1087 1182 

W - 0.460 0.583 0.752 0.898 1.056 1.240 1.436 1.600 2.182 2.829 3.086 3.601 5.661 12.190 

R2 - - 94.10 95.26 96.46 97.62 98.64 99.39 99.56 98.16 96.06 94.74 - - - 

Signif. - - X X X X ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ X - - - 

X, any p-value ≥ 0.05 then the model is not valid; ✔, all the p-values < 0.05 then the model 
is significant. 

 

Figure 3. Study of the first case corresponding to Figure 1. (A) Representation of W as a 
function of Sfactor values. (B) Evolution of the model fit as a function of SfactorR. 

Table 2 shows the experimental data obtained for the trial 1 and the results for the fitting 
model. Every pair of R2 and significance analysis were obtained using Equation 6, choosing 
each time the value of SfactorR that appears in the upper part of this pair. By means of the 
analysis of variance, the significance of the model and its parameters are checked, and by 
means of the coefficient of determination R2, the fit of the model is evaluated. Subsequently, 
the results of SfactorR vs. R2 are plotted and the value corresponding to the highest R2 are 
assigned as the optimum point of Sfactor, which in the graph appears at the highest point, as 
can be seen in Figure 3b. 

3.2. Flowchart 

In Figure 4 it is shown the global process for obtaining the optimal Sfactor . For each image, 
the algorithm is evaluated under different Sfactors. For each Sfactor that the algorithm evaluates, 
we obtain a number of points and a W. For each image evaluated, we obtain a set of data 
that are represented in the fitting model and from this model we choose the value of the 
Sfactor under which the algorithm obtains a better count of the infected points. 

For example, in Table 2 we can see how for each Sfactor a number of points and a W are 
associated. 
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Figure 4. Process algorithm to determine the optimal Sfactor. 

4. Results and Discussion 

Six different dermatological images shown in Figure 5 were analysed using the proposed 
methodology. Five different subjects were selected for manual counting of infectious spots 
on the images. 

As we can see, we have produced a method that significantly improves and standardizes the 
process of choosing the Sfactor. This improvement translates directly into: 

- An increase in the final precision in the counting of 
points by applying CHT. 

- Being an objective method, it allows the results of 
the algorithm to be compared with other point 
counting algorithms. 



 84 

 

Figure 5. Image of detection of infectious presence of Propionibacterium Acnes for 6 patients. 

With the results obtained from the previous tests, Table 3 and Figure 6 and 7, together with 
the data obtained from a manual point count of the processed images (groundtruth), a 
correspondence factor has been obtained. 
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Table 3. Model fitting for choice of Sfactor in the 6 patients. 

Trial 1 

SfactorR - 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 0.91 0.92 0.93 0.94 0.95 

NP - 403 471 549 605 657 708 754 787 877 945 966 1001 1087 1182 

W - 0.460 0.583 0.752 0.898 1.056 1.240 1.436 1.600 2.182 2.829 3.086 3.601 5.661 12.190 

R2 - - 94.10 95.26 96.46 97.62 98.64 99.39 99.56 98.16 96.06 94.74 - - - 

Signif. -   X X X X ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ X - - - 

Trial 2 

SfactorR 0.81 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 0.91 - - - - 

NP 187 205 220 236 256 285 320 378 471 662 985 - - - - 

W 0.234 0.263 0.288 0.315 0.351 0.407 0.481 0.623 0.916 2.050 - - - - - 

R2 - 91.71 94.03 96.36 98.30 99.15 98.15 - - - - - - - - 

Signif. - X X X ✔ ✔ ✔ - - - - - - - - 

Trial 3 

SfactorR 0.81 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 - - - - - 

NP 298 319 360 396 454 521 618 746 1015 1271 - - - - - 

W 0.306 0.335 0.395 0.453 0.556 0.695 0.946 1.421 3.965 - - - - - - 

R2 - 87.09 90.64 94.23 97.12 98.81 96.71 - - - - - - - - 

Signif. - X X X ✔ ✔ ✔ - - - - - - - - 

Trial 4 

SfactorR - 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 0.91 0.92 0.93 - - 

NP - 47 65 108 140 167 198 253 323 430 571 688 859 - - 

W - 0.058 0.082 0.144 0.195 0.241 0.300 0.417 0.603 1.002 1.983 4.023 - - - 

R2 - - 93.71 94.74 96.19 98.00 99.55 98.59 - - - - - - - 

Signif. - - X X X ✔ ✔ ✔ - - - - - - - 

Trial 5 

SfactorR - 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 0.91 0.92 0.93 0.94 0.95 

NP - 208 255 307 347 386 405 427 443 479 508 525 545 596 635 

W - 0.423 0.573 0.781 0.983 1.229 1.373 1.564 1.724 2.167 2.646 3.000 3.516 5.731 9.769 

R2 - - 96.42 96.91 97.42 97.98 98.72 99.42 99.91 99.54 98.60 97.63 - - - 

Signif. - - X X X ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ - - - 

Trial 6 

SfactorR - 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86 0.87 0.88 0.89 0.9 0.91 0.92 0.93 0.94 0.95 

NP - 276 300 320 340 355 374 399 423 448 473 497 541 582 618 

W - 0.685 0.792 0.891 1.003 1.096 1.226 1.425 1.652 1.939 2.296 2.731 3.920 6.000 10.131 
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R2 - - 94.04 95.41 96.76 98.10 99.13 99.59 99.47 98.56 96.57 - - - - 

Signif. - - X X X ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ - - - - 

X, any p-value ≥ 0.05 then the model is not valid; ✔, all the p-values < 0.05 then the model 
is significant. 

 

Figure 6. Representation of W as a function of Sfactor values for the 6 patients. 
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Figure 7. Evolution of model fit as a function of SfactorR for the 6 patients. 

The number of points detected for each optimal S found has been compared with the 
number of points identified manually (obtained as an average of the manual count performed 
by five different evaluators under the same lighting conditions), the results of which are 
shown in Table 4. 

The SEN factor has been obtained, which indicates the sensitivity of the methodology for 
the determination of S with the proposed methodology 

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑁𝑁 = 1 − 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 �1 −
𝑁𝑁𝑃𝑃 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 𝐴𝐴𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑑𝑑 𝑆𝑆

𝑁𝑁𝑃𝑃 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑠𝑠
� (7) 

Table 4. Results for Sensitivity. 

Trial 1 2 3 4 5 6 

 804 263 379 166 442 405 

 797 260 385 162 439 420 

NP manual 802 268 389 169 440 417 

 800 261 389 173 437 425 

 808 259 392 163 447 431 

𝑁𝑁𝑃𝑃𝑚𝑚 802 262 387 167 441 420 

Sfactor 0.89 0.85 0.84 0.86 0.89 0.89 

NP for selected S 809 256 396 167 443 423 

Sensitivity 0.992 0.976 0.976 0.998 0.995 0.992 
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5. Conclusions 

With the application of the proposed methodology, the problem presented by the empirical 
choice of the sensitivity factor for the application of CHT implemented in MATLAB has 
been solved. 

Considering the sensitivity factors presented in the article, which have been selected based 
on the previous methodology, widely satisfactory results have been obtained in the counting 
of points (sensitivities of around 95%), as can be seen in the Table 4. Therefore, the proposed 
method is effective since it allows the determination of an optimum sensitivity factor 
automatically for each image to be processed. The method provides metric accuracy to the 
analysis of the images. Therefore, the exact number of points can be used for diagnosis 
instead of a global evaluation of them. 

Further research is already ongoing to evaluate the robustness of the proposed methodology 
by means of a node similarity analysis between different graphs, as described by reference 
[27]. 

The possibility of finding the optimum value of the sensitivity factor for each processed 
image will allow the CHT function in MATLAB to be used for the study of images for which 
absolute point detection accuracy is required. An example of this is the work that has been 
initiated by the research centre in the field of detecting defects on ceramic tiles caused by 
excessive porosity. CHT is being applied because of the possibility of objectively obtaining 
an Sfactor that ensures the exact count of the number of points. 
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ANEXO 3 

Texto completo Publicación En Congreso Internacional. Analysis of 
segmentation methods for acne vulgaris images. Proposal of a new 
methodology applied to fluorescence images. 
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Title: Analysis of segmentation methods for acne vulgaris images. Proposal of a new 
methodology applied to fluorescence images. 

Authors: María Moncho Santonja, María Begoña Sanz Alamán, Beatriz Defez García, Ismael 
Lengua Lengua, Guillermo Peris Fajarnés 

Resumen 

El acné vulgar es una de las patologías más comunes en el ser humano. Su prevalencia supone un elevado 
coste económico, el cual, junto con el impacto en la calidad de vida de los pacientes, conlleva la necesidad de 
analizar los métodos actuales de evaluación, tratamiento y seguimiento del acné. Entre los métodos de 
evaluación y seguimiento más comunes se encuentra el recuento manual, por parte del dermatólogo, de las 
lesiones. Esta técnica, sin embargo, presenta limitaciones tales como el tiempo necesario para llevarla a cabo 
correctamente. Por este motivo, surge la necesidad de desarrollar nuevas técnicas asistidas por ordenador que 
permitan realizar el recuento de manera automática. Para ello, es necesario, en primer lugar, la detección 
automática de las lesiones de acné en la piel del paciente. El presente estudio propone una nueva metodología 
para resolver el problema de la segmentación de imágenes de acné, que permita el desarrollo de un sistema de 
conteo automático, para reducir el tiempo de consulta y los errores diagnósticos. Con este fin, tras realizar una 
revisión sistemática para conocer el estado del arte en técnicas de segmentación propuestas para acné vulgar, se 
obtienen imágenes de fluorescencia del rostro de individuos con esta patología, pues dicha modalidad de imagen 
facilita la detección de las lesiones. Con las imágenes se genera un algoritmo de segmentación utilizando el 
software MATLAB. 

 

Palabras clave: segmentación de imágenes, acné vulgar, MATLAB, imágenes de fluorescencia, 
aprendizaje automático, procesado de imágenes. 
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Abstract 

Acne vulgaris is one of the most common human pathologies worldwide. Its prevalence causes a high healthcare 
expenditure. Acne healthcare costs and effects on individuals' quality of life lead to the need of analysing 
current acne evaluation, treatment and monitoring methods. One of the most common ones is manual lesion 
counting by a dermatologist. However, this technique has several limitations, such as time spent. That is the 
reason why the development of new computer-assisted techniques are needed in order to automatically count 
the acne lesions. Nonetheless, the first step is automatic acne lesion detection on the skin of patients. The aim 
of this work is to propose a new methodology to solve the acne images segmentation problem, so that the 
implementation of a system for automatic counting is possible. The results would be a decrease in both time 
spent and diagnosis errors. With this objective, after doing a systematic review on the state of the art of acne 
images segmentation methods, fluorescence images of the face of acne patients are obtained. This image modality 
enhances visualization of the acne lesions. Finally, using the fluorescence images, a segmentation algorithm is 
implemented in MATLAB. 

 

Keywords: image segmentation, acne vulgaris, MATLAB, fluorescence imaging, machine learning, image 
processing. 
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1. Introduction 

Acne vulgaris is an inflammatory chronic disease of pilosebaceous units —a pilosebaceous 
unit is formed by all the hair follicles related to the same sebaceous gland. The main affected 
regions are face, neck, chest and back. Clinical manifestations are seborrhoea or 
overproduction of sebum, the presence of non-inflammatory and inflammatory lesions on 
skin (open and closed commedos, and pustules and papules, respectively), and scars 
(Williams et al., 2012). It is the most common dermatological pathology worldwide 
(Zouboulis, 2014). 85% of adolescents suffer from acne (Ramli et al., 2012). 

In order to monitor and treat acne properly, a precise and reliable method to establish acne 
severity is needed (Becker et al., 2017). Currently there is a wide range of acne grading 
systems, which shows the lack of a global standard. These systems can be divided into two 
groups: those based on manual lesion counting and the ones that use a model photography 
(Ramli et al., 2012; Becker et al., 2017) Several studies (Lucky et al., 1996; Becker et al., 2017) 
have proved lesion counting to be an objective and reliable method. 

Beyond classical methodologies for the evaluation and monitoring of acne vulgaris, new 
computer-based techniques —sometimes applied to new image modalities, such as 
fluorescence images or polarized photograpy— have appeared to solve current limitations. 
These limitations include time spent and human errors and lead to an increase of economic 
costs. The aim of this study is to develop a new methodology to automatically count acne 
lesions by implementing a segmentation algorithm on fluorescence images. To achieve this, 
it is necessary to analyze the state of the art on segmentation methods applied to acne vulgaris 
images, so the first original contribution of this work is the first systematic review for acne 
images segmentation methods. 

1.1. Fluorescence images 

One of the characteristics of acne is the colonization of hair follicles by bacteria 
Propionibacterium acnes (P. acnes) (Williams et al., 2012; Zouboulis, 2014). Several studies 
(Patwardhan et al., 2017; Xu et al., 2018) have shown that substances secreted by P. acnes 
called porphyrins are the cause of acne lesions fluorescence. Porphyrins absorb ultraviolet 
(UV) light and emit red fluorescence in response (Borelli et al., 2006; Youn et al., 2009). 
Consequently, it is possible to enhance the visualization of acne lesions using fluorescence 
images of the skin of acne patients. 
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2. Systematic review 

To conduct a systematic review on acne images segmentation methods, an adapted PRISMA 
(Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) (Liberati et al., 2009) 
standard was used. The analysis includes all studies published until April 2019 and explores 
four databases: Scopus (https://www.scopus.com/home.uri), PubMed Central 
(https://www. ncbi.nlm.nih.gov/pmc/), Web of Science  
(https://www.recursoscientificos.fecyt.es/) and Google Scholar  
(https://scholar.google.es/). PICO (Population, Intervention, Comparison and Outcome) 
model was used. With the selected inclusion and exclusion criteria, a total of 20 studies were 
included in the systematic review. 

The review shows that current segmentation methods for acne vulgaris images can be divided 
into two groups: those algorithms based on classical image processing techniques (Ramli et 
al., 2011; Chen et al., 2012; Khongsuwan et al., 2012; Humayun et al., 2012; Liu and Zerubia, 
2013; Min et al., 2013; Malik et al., 2014; Chantharaphaichi et al., 2015; Alamdari et al., 2016; 
Kittigul and Uvyanonvara, 2016; Budhi et al., 2017; Maroni et al., 2017)—they consist of a 
series of steps or operations that have to be applied to an image, for instance color space 
transformations or contrast modifications. The other group refers to machine learning 
algorithms (Fujii et al., 2008; Ramli et al., 2011; Madan et al., 2011; Arifin et al., 2012; Chang 
and Liao, 2013; Malik et al., 2014; Khan et al., 2015; Alamdari et al., 2016). There is no 
preference between one group or another, since nowadays both types of methodologies are 
being proposed by research groups. In addition, there is a lack of uniformity in the evaluation 
of results for each study, which makes the comparison of these segmentation methods 
difficult. 

In order to perform segmentation, different image modalities are used, but conventional 
photographs are the most common modality. Fluorescence images are used in only two 
studies (Son et al., 2008; Khongsuwan et al., 2012). 

An analysis of limitations for each study included in the systematic review showed that 
algorithms based on classical image processing techniques cannot be totally automatized, 
mainly because there are some parameters that need to be manually adjusted (Son et al., 2008; 
Humayun et al., 2012; Budhi et al., 2017; Maroni et al., 2017). That is why in the present 
work machine learning algorithms are chosen for the implementation of the proposed 
methodology. 

Moreover, there is a research gap on segmentation methods for different image modalities. 
As previously reported, there are only two methodologies proposed for fluorescence images. 
In this study the authors hypothesise that fluorescence imaging can be a useful modality to 
segment and automatically count acne lesions, since it is easy to capture the images and 
lesions are visually enhanced. 
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3. Materials and Methods 

Before the implementation of the algorithm, fluorescence images are obtained in the 
laboratories of Centro de Investigación en Tecnologías Gráficas. These are photographies of the face 
of mild acne patients. Figure 1 shows two of the obtained images. 

Two different lamps were used —Wood’s lamp and a LED lamp— both emitting UV light. 
The capture sensor was a standard RGB camera which corresponds to the model of the 
iPhone X smartphone. In order to avoid the most common interferences in this kind of 
images, two high pass filters from UQG Optics were used —cutoff wavelengths of 515 nm 
(OG-515) and 530 nm (OG-530). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1. Two of the images captured in the laboratory, for the same subject. (a) Image obtained with a LED 
lamp and OG-530 filter. (b) Image obtained with Wood’s light and OG-515 filter 

The segmentation algorithm was implemented using MATLAB R2018b and is based on k-
means clustering with automated selection of the desired cluster —the one which contains 
lesion pixels. The k-means algorithm allows the method to detect acne points without human 
intervention. 
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4. Results 

Figure 2 shows the input and output images for one of the fluorescence images used in the 
implementation of the segmentation algorithm. This algorithm segments the image in order 
to detect acne lesions and finally demarks and counts these lesions automatically. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2. (a) Fluorescence image obtained with LED light and OG-515 filter. (b) Result of segmentation for 
image (a). (c) The algorithm demarcates detected acne lesions on input image. Another output is the number 
of detected lesions. In this case it was 477. 

4.1. Future work 

The results of the validation of the algorithm, as well as the code details, will be reported in 
a future publication. Although it has been shown, through visual qualitative inspection, that 
the method distinguishes healthy skin and acne points properly, it is necessary to objectively 
evaluate that. Concretely, the algorithm ability to distinguish between true acne lesions —red 
points— and light reflection —white points— has to be quantified. Sensitivity, specificity, 
precision and accuracy will be calculated, using manual segmentation as ground truth. 
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(c) 
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5. Conclusions 

Automated counting of acne lesions has been proposed to solve current limitations of 
evaluation and monitoring methods for acne vulgaris. Although the new methodology is yet 
to be validated, it is clear that the use of machine learning algorithms such as k-means enables 
clinicians to objectively and quickly evaluate the severity of acne. Furthermore it has been 
proven that fluorescence imaging is a useful modality to easily segment and detect acne 
lesions. 
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ANEXO 4 

Estudio Observacional: Memoria Científica del Proyecto de Investigación. 
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ANEXO 5 

Estudio Observacional: Cuaderno de Recogida de Datos 
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ANEXO 6 

Estudio Observacional: Hoja de Información al Paciente 
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ANEXO 7 

Estudio Observacional: Dictamen Favorable a la Realización del Proyecto. 
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ANEXO 8 

Estudio Observacional: Permiso Expreso de la Investigadora Responsable 
para la Inclusión del Estudio como Contenido de la Tesis Doctoral. 
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ANEXO 9 

Fichas Técnicas Luz de Wood, Luz LED 365nm, Filtro Óptico OG515, 
Filtro Óptico OG530 
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ANEXO 10 

Fichas Técnicas Luz Led 365nm, Filtro Óptico RG610 
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ANEXO 11  

Texto completo de la revisión susceptible de publicación.Segmentation of 
acne vulgaris images algorithms. 
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Title: Segmentation of acne vulgaris images techniques: a comparative study. 

ABSTRACT 

Background: Acne vulgaris is the most common dermatological pathology worldwide. The 
currently used methodologies for the evaluation and monitoring of acne have been analysed 
in several studies, having important limitations that can be addressed using image processing 
methods, concretely by performing segmentation on different acne vulgaris image modalities. 
These techniques reduce the costs of treatment and acne severity grading, since they improve 
objectivity and are less time-consuming. That is why from a decade ago several studies which 
propose segmentation methodologies on acne patients images have been published. The  aim 
of this work is to analyse the segmentation methods developed for acne vulgaris images until 
now, including an analysis of the processing techniques and image modalities used, as well 
as the results.  

Results: Following PRISMA statement and PICO model, 29 studies were included in the 
systematic review and they could be divided into two groups: those methods based on 
classical image processing techniques, such as contrast adjustment and conversion of RGB 
images to other colour spaces, and the ones based on machine learning algorithms. 

Conclusions: Currently there is no preference between one group of segmentation methods 
or the other. Moreover, the lack of uniformity in the evaluation of results for each study 
makes the comparison of methods difficult. The preferred image modality for segmentation 
is conventional photography, which shows a research gap in the application of segmentation 
algorithms to other acne vulgaris image modalities that could be useful, such as fluorescence 
imaging. 

Keywords: Bioinformatics, Acne, Image segmentation, Image Processing, Dermatology. 
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1. Introduction 
Acne vulgaris is an inflammatory chronic disease of pilosebaceous units. A pilosebaceous 
unit is formed by all the hair follicles related to the same sebaceous gland. The main 
affected regions are face, neck, chest and back. Clinical manifestations are seborrhoea or 
overproduction of sebum, the presence of non-inflammatory and inflammatory lesions on 
skin (open and closed comedones, and pustules and papules, respectively), and scars 
(Williams et al., 2012). It is the most common dermatological pathology worldwide  
(Zouboulis, 2014). 85% of adolescents suffer from acne (Ramli et al., 2012).  

In order to monitor and treat acne properly, a precise and reliable method to establish 
the severity of the pathology is needed (Becker et al., 2017) There is a wide range of 
systems for acne grading, which shows a lack of a global standard. Nonetheless, all these 
methods can be classified into two big groups: methodologies based on manual lesion 
counting by a dermatologist and those based on the comparison of the patient’s skin with 
a model photography (Ramli et al., 2012; Becker et al., 2017). 

Beyond the above-mentioned classical methodologies for the evaluation and 
monitoring of acne vulgaris, new computer-based techniques 
—sometimes applied to new image modalities, such as fluorescence images or polarized 
light photography— have appeared to solve current limitations. These limitations include 
time spent and human errors and lead to an increase of economic costs. One of the most 
common techniques used to solve these problems is image segmentation. To the best of 
the authors’ knowledge, the present work is the first systematic review on the existing 
segmentation methods for acne vulgaris images. 

 

2. Methods 
To conduct a systematic review on acne images segmentation methods, an adapted 
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Metanalyses)  statement  
was  used.  This standard is commonly used for reviews on clinical trials.  The analysis  
includes all studies published until September 2022 and explores four databases: Scopus 
(https://www.scopus.com/home.uri), PubMed Central 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/), Web of Science 
(https://www.recursoscientificos.fecyt.es/) and Google Scholar 
(https://scholar.google.es/). PICO (Population, Intervention, Comparison and 
Outcome) model was used as showed in Table 1. Search terms were "acne images 
segmentation". Due to the large number of results obtained with Google Scholar, only 
relevant publications —those that were cited at least once— were considered. This was 
proven to be a valid criterion, because for the search terms employed only the first results 
pages included papers related to the topic of interest.  

 
(Table 1. Searching strategy according to PICO model.) 
 

Population Humans 
Intervention Segmentation of face images of acne 

vulgaris patients 

https://www.scopus.com/home.uri
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/)
https://www.recursoscientificos.fecyt.es/
https://scholar.google.es/
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All the studies describing a segmentation method for acne vulgaris images —applied to 
any image modality— were included. The references of these studies were also analysed 
following PICO model to prevent some relevant paper to be excluded. No exclusion 
criteria related to publication date were applied. The exclusion criteria were the following: 

1) All the implemented methodologies which use amplified images, showing only one 
lesion per image, for example dermatoscopy. 

2) Studies not published in English. 
3) Those publications which are neither open access nor available to Polytechnic 

University of Valencia members. 
4) Studies which are the continuation of a previous one, on which the segmentation 

methodology is yet described. For instance, publications about acne lesions 
classification after images segmentation, when the segmentation method applied has 
been presented in a previous study and has not suffered substantial changes. 

 

3. Results 
Most of the publications were excluded because they were out of topic —no segmentation 
methods described or segmentation of images of other pathologies—. The number of 
excluded publications can be explained by the search terms used, which were broad to 
prevent relevant studies to be excluded. The screening was manually performed by 
reading the articles’ title and abstract. Only six of the found publications were not included 
following the exclusion criterion number three. 
A total of 27 studies were finally included in the systematic review. 

In general, the analysed studies can be divided into two groups: those segmentation 
methods based on classical image processing techniques (Ramli and AFM, 2012; 
Chantharaphaichi et al., 2015; Malik et al., 2014; Humayun et al., 2012; Chen et al., 2012; 
Min et al., 2013; Liu and Zerubia, 2013; Kittigul and Uyyanonvara, 2016; Budhi et al., 
2017; Maroni et al., 2017; Khongsuwan et al., 2012; Son et al., 2008; Abu Zaki et al., 
2019; Wu et al., 2021) and the ones based on machine learning algorithms (Fujii et al., 
2008; Ramli et al., 2011; Malik et al., 2014; Khan et al., 2015; Madan et al., 2011; Arifin 
et al., 2012; Chang and Liao, 2013; Zhao et al., 2019; Junayed et al., 2019; Lim et al., 
2020; Yadav et al., 2022; Wang et al., 2021; Hasanah et al., 2022). The first ones consist 
of a series of steps or operations such as contrast adjustment, colour space conversion, 
thresholding that need to be subsequently applied to the image to segment it. 

There is also a couple of studies (Alamadari et al., 2016; Yadav et al., 2022) that 
develops three different segmentation methodologies, two of which are based on classical 
image processing techniques, and the other one uses machine learning algorithms. Some 
of the publications included in the systematic review not only perform segmentation, but 
also lesion classification with machine learning techniques. In addition, there are studies 

Comparison Manual segmentation 
Outcome Diverse results 
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in which the limit between lesion segmentation and classification is not clearly defined. 
In those cases, both techniques are mentioned, because classification is also relevant. 
Except for these studies, in the present work the methods are grouped according 
exclusively to the segmentation technique. 

 
 
3.1 Segmentation methods based on classical image processing techniques 

 

It is common for most of the segmentation methods based on classical image processing 
to convert original RGB colour space into another one, usually CIELAB or YCbCr. In 
(Chantharaphaichi et al., 2015) worked with standard photographs that were converted 
into grey images (since they were easier to process). To obtain the region of interest 
(ROI), the authors subtracted the V component of HSV model (obtained from RGB 
original image) to the normalized grey image. The resulting image enhances the contrast 
between healthy skin and acne lesions. Afterwards thresholding with an experimentally 
obtained threshold value was performed. Later the authors introduced the use of a Bayes 
classifier to reduce the errors by training this classifier to distinguish between lesions and 
noise (Chantharaphaichit et al., 2015). 
HSV color space is also used by (Kittigul & Uyyanonvara, 2016) , who developed a 
Windows application which detects acne lesions on conventional photographs. To 
achieve that, the first step is the conversion of the input image to gray scale, in order to 
detect the subject’s face and eliminate the image background. Once the ROI is obtained, 
the application generates a heat map in HSV color space using G component of the 
original RGB image. G —green— channel is chosen because the authors sustain that, 
with this component, the contrast between acne lesions and healthy skin is maximized. 
Then an adaptive thresholding on the G component is performed to demarcate lesions 
using blob detection. Determining the proper threshold value is crucial, since it 
influences the segmentation results. Hence, it is clear that HSV space is used to create a 
heat map which shows acne lesions, but it is not necessary to perform the segmentation. 

Other author work in (Ramli et al., 2011) with CIELAB color space. The authors support 
that this is the most convenient color space to analyse color distribution on the skin. 
Therefore the first step of their segmentation method is conversion of conventional RGB 
photographs to CIELAB. Then Otsu’s method is applied to the image to classify pixels into 
three groups: normal skin, acne lesions and scars. Another study (Maroni et al., 2017) 
implements a method based on the generation of a heat map on which —after failing to 
apply global thresholding— adaptive thresholding is applied to distinguish acne and 
healthy skin. The heat map is created using a* component of CIELAB space —this 
component emphasizes red areas, enhancing the visualization of inflamed areas above 
healthy skin. The algorithm offers the possibility to manually choose the threshold value, 
because adaptive thresholding did not work in every image. Finally blob detection is 
performed using the Laplacian of a Gaussian filter. The authors affirm that the algorithm 
localizes and counts the lesions. However, these results are neither shown in the publication 
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nor quantified. 
In the study developed in (Malik et al., 2014) opt to increase dynamic range on YCbCr 
images in order to augment contrast and enhance lesions visualization. This is done by 
modifying luminance component Y. Segmentation is performed on RGB modality, so that 
the sequence is: RGB to YCbCr, contrast adjustment, processed YCbCr to RGB. Mapping 
of RGB image pixels to visible spectrum is proposed, as a way of visualizing little color 
changes —spectrum 380-720 nm range is obtained with a band separation of 1 nm. This 
is the only study which suggests RGB to visible spectrum mapping. Finally, a classification 
of pixels is done: red, purple and brown lesions, and heal- thy tissue or specular reflection. 
Classification is based on Mahalanobis distance: each pixel is assigned to the nearest class 
(based on spectrum wavelength). This could be considered machine learning, but this 
study has been included in the classical methods group because the final objective is to 
obtain a binary mask to demark acne lesions using thresholding. Moreover, no machine 
learning algorithm has been applied. 

YCbCr model is also utilized in the segmentation methodology implemented in (Chen 
et al., 2012) where a hardware image capture system for Smartphone and an Android 
application are developed. This application detects and classifies several dermatological 
conditions: spots, wrinkles and acne. To identify acne, a thresholding using Cb values —
which was observed by the authors to be high for acne lesions— is performed. Acne points 
pro- portion in ROI is calculated. It should be noted that the system can acquire 
fluorescence images, but they are not used in segmentation. 

There are some studies that do not use any color space conversion on segmentation of 
acne vulgaris images. In 2012, (Humayun et al., 2012) use template matching on acne 
vulgaris images for the first time. This technique consists in overlapping a template and an 
image region and calculating their correlation using different statistical parameters —in 
this case chi-squared test was calculated—, so that it is possible to locate acne lesions by 
scanning the image with the template. Template is generated by training an algorithm using 
acne images —it is an average image. In addition, in (Min et al., 2013) develop a 
segmentation method with the aim of counting acne points automatically. They only use 
RGB channels of the image. The first step of the algorithm is the estimation of the relation 
between the image pixels and the real length (in mm) they represent. Then lesions 
identification can be performed: 

• Detection of papules and nodules is performed by filtering and binarizing B-R and G-
R components of the original images. Resulting objects are classified into papules or 
nodules according to the length of their main axis. 

• Closed comedones are an elevation on the skin surface and this results in illumination 
changes on the images. Hence, templates based on illumination changes are created 
to detect them. Correlation between these templates and B component of the images 
is analysed. Finally an artificial neural network (ANN) is used to determine which of 
the points of the binarized image are true closed comedones. 

• Open comedones are detected using B-R and G-R components and a series of 
operations: contrast increase, image complement, hair elimination, image opening —
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to eliminate artifacts—, contrast adjustment, smoothing, binarization, pruning and 
cropping. An ANN is used as in the previous case. 

 
Liu in (Liu & Zerubia, 2013) propose a segmentation method for conventional 
photography based on an iterative algorithm that minimizes an energy function. It is color 
based segmentation. Morphology of the objects is analysed in order to eliminate non acne 
formic points. By means of normalized maps of the distribution of skin chromophores, 
lesions can be classified into inflammation and hyperpigmentation. 
 
There are two segmentation methodologies implemented for fluorescence imagens. In 
2008, (Son et al., 2018) used a Wood’s lamp in order to obtain fluorescence images and 
propose a color based segmentation method.  
A later study (Khongsuwan et al., 2012) uses fluorescence images to perform automatic 
acne lesion counting. Images are acquired using VISIA-CR commercial system. Images 
are converted to grayscale and an increase of contrast by histogram equalization is 
conducted. Then an extended maxima transform is applied. The authors evaluate the 
ability of the algorithm to count the lesions, but not the previous image processing. 
 
In (Abu Zaki et al., 2019) they capture images of a small region of skin with a phone LED 
microscope. The images captured are color images. First, they detect the disease lesions 
using color image processing techniques and a color gradient segmentation. In a second 
step they apply morphological operators for extract the blackheads shape. They conclude 
that the subjectivity associated with the color umbral provide a poor final result.  
Another study (Wu et al., 2021) uses fluorescence image for counting the number of 
infected points. The images acquired in RGB space are converted to HSV space and an 
color thereshold is applied.  
 
Table 2 summarizes all the segmentation methods based on classical image processing 
techniques 
 
 
 

3.2 Segmentation methods based on machine learning algorithms 
 

 
K-means is the most common machine learning algorithm used to segment acne vulgaris 
images. In (Ramli et al., 20119 opt for this algorithm with k=3. 
The methodology proposed by Khan in (Khan et al., 2015) is based on fuzzy c-means 
(FCM) segmentation on several color spaces and the intelligent selection of the desired 
cluster by using a function. Results showed that the optimal number of clusters is three 
and the best segmentations results are obtained with I3 and Q components. These results 
are similar for both channels, because the way they are calculated from RGB space is 
similar. 
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The features that can be extracted when implementing machine learning algorithms are 
diverse. Usually, information is obtained from the images, but there are as well studies 
that analyze the convenience of using other types of features. In (Madan et al., 2011) use 
cross-polarized light images to monitor acne lesions considering both spatial and temporal 
features (the latest ones are their main contribution). To distinguish acne lesions from 
healthy skin, a logistic regression classifier is used. (Arifin et al., 2012) develop a system 
which detects different dermatological pathologies and acne is one of them. They use not 
only visual information —from conventional images—, but also data from the medical 
record, among other things. The preprocessing and ROI detection phase separates healthy 
skin from affected skin. This is done by processing the color gradient of the image and 
performing thresholding and k-means. Finally, an ANN is used to classify the lesions. 

Chang (Chang & Liao, 2013) propose a segmentation method to detect both acne 
points and spots. To detect acne lesions, they use Cr channel from YCbCr color space. 
Histogram thresholding is performed to detect potential skin defects on images. These 
defects are classified into acne, spots, or healthy skin by texture feature extraction and 
SVM classification. 

As previously mentioned, researchers published a study (Alamdari et al., 2016) which 
describes three different methodologies for segmentation of acne vulgaris images. The first 
one is based on Color-based segmentation using K-means clustering code of MathWorks 
(The MathWorks, 2019).They convert RGB image to CIELAB color space and perform 
clustering twice. The first execution of k-means has to be k = 2. A second k-means is 
executed on the resulting image, but with k = 3. This is done to reduce error of the first 
segmentation, since second clustering divides pixels in healthy skin, acne points and 
healthy skin that was wrongly assigned to acne cluster in the first segmentation. 

The second methodology of (Alamdari et al., 2016) is based on texture analysis: the 
authors affirm that dynamic range of acne pixels is larger than the one of normal skin 
pixels. They do not provide more information about this method. The last method is their 
own version of Color blob utility with automatic thresholding and tolerance calculations 
from Mathworks  (Inc, 2019). They use HSV color space to perform color-based 
segmentation. The authors affirm that the segmentation method which provided best 
results was the one based on k-means clustering. The results for the other methodologies 
are not provided. It should be noted that Alamdari tried to use watershed segmentation 
and multi thresholding, but the results were not satisfactory. 

In (Zhao et al., 2019), in collaboration with Microsoft they develop a Convultional 
Neural Networks algorithm for classify the lesions that appears in selfie images into 5 
classes. They used 4700 images but finally they only obtained a classification in with or 
without acne skin. 

Following the same line than the above study, in (Lim et al., 2020) they used a total of 
472 color photographs for applying deep learning techniques and demonstrating the 
potential for automated clinical image analysis and grading. 

Yadav in (Yadav et al., 2022) developed a study comparing three segmentantion 
techniques: k-means, Texture Analysis and HSV Model-based Segmentation. After the 
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segmentation algorithms they used Convultional Neural Networks for classify the lesions. 
The proposed methodology achieved a 97.5% of accuracy. 

In a very recent study, (Hasanah et al., 2022) used Extreme Learning Machine 
Algorithm for the identification of Acne Vulgaris type using conventional photographs. 
They have processed 100 images and obtained an accuracy around 80%. 

 
Table 3 summarizes all the segmentation methods based on machine learning 

algorithms. 
 

 
4. Discussion 

 

The present systematic review aimed to analyze the existing segmentation methods for 
acne vulgaris images so far, with special emphasis on image modalities used and the 
validation of results. Although there are four studies (Khongsuwan et al., 2012; Son et al., 
2008; Fuji et al., 2008; Madan et al., 2011) which perform segmentation on other image 
modalities, there is a clearly preferred one: conventional RGB photography. This is used 
in 80% of included studies. The acquisition of conventional photography is easier than 
the acquisition of the other image modalities used —polarized light photography, 
multispectral images and fluorescence imaging. However, this shows a research gap 
on segmentation for other modalities since they could provide relevant information or 
make segmentation easier. For instance, polarized light photography contributes to 
properly distinguish between inflammatory and non-inflammatory lesions (Becker et al., 
2017) The properties of polarized light photography and its advantages have been 
shown in several studies (Rizova and Kligman, 2001; Phillips et al., 1997) and could ease 
the segmentation process. With only three spectral bands, RGB cameras have a poor 
precision in the reproduction of color, hence detection and distinction of each type of 
acne lesion is difficult, because they present subtle differences in their spectral attributes. 
Therefore multispectral image is a good option to perform segmentation for this 
pathology (Fuji et al., 2008). Fluorescence photography shows clearly the location of 
acne lesions, and hence can be used to implement simple and robust color-based 
segmentation algorithms. The utility of fluorescence images in the evaluation of acne was 
proven in (Lucchina et al., 1996) There is a lack of uniformity in the evaluation of the 
results for each study. In some cases this validation is not even provided (Budhi et al., 
2017; Maroni et al., 2017; Son et al., 2008; Fuji et al.; 2008). In (Liu & Zerubia, 2013) 
and  (Kittigul & Uyyanonvara, 2016) quantitative evaluation has not been performed yet. 
The results of (Humayun et al., 2012) cannot be considered, since this technique is still 
under development, it is not robust and presents considerable variability in sensitivity 
and precision amongst the images. The majority of authors (Ramli et al., 2011; 
Chantharaphaichit et al., 2015; Malik et al., 2014; Chen et al., 2012; Min et al., 2013; 
Khongsuwan et al., 2012; Malik et al., 2014b; Khan et al., 2015; Arifin et al., 2012; Chang 
and Liao, 2013; Alamdari et al., 2016; Wu et al., 2021; Junayed et al., 2019; Lim et al., 2020) 
validate their results by calculating sensitivity, specificity, precision and accuracy. 
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However, the validated aspects of each study differ from the rest because of the different 
objectives of each work —segmentation itself can be the aim of the publication or one 
of the necessary steps for achieving automatic lesion counting, for instance. Therefore, 
there are studies which do not evaluate the segmentation results —the algorithm’s ability 
to detect acne pixels. In (Malik, Ramli, & AFM, Digital assesment of facial acne vulgaris, 
2014) evaluate thereby the system’s capability to estimate acne severity, whereas 
(Khongsuwan et al., 2012) validate automatic acne lesion counting. Detailed information 
about the evaluation of results for each study can be seen in Tables 2 and 3. This lack 
of uniformity makes the comparison of segmentation methods difficult. In most cases 
more information about the validation of the segmentation phase is needed. Moreover, 
it can be noticed that currently there is no preference between segmentation methods 
based on classical image processing techniques and those based on machine learning 
algorithms, because research groups continue to work with both methodologies, as the 
publication years of the studies show. 

 
4.1 Summary of limitations 

 

Tables 2 and 3 show the limitations for each analysed study. It should be noted that the 
main limitation of the algorithms based on classical image processing techniques is the 
need for human intervention. This lack of automatization makes the algorithms less 
efficient than those based on machine learning techniques. However, as it has been 
previously mentioned, it is not possible to affirm that there is a group of methodologies 
that provides better results than the other one, due to a lack of uniformity in the validation 
of these results. 

 
5. Conclusions 

 
There is a wide range of image processing techniques that have been applied to acne 
vulgaris images in order to improve current evaluation and monitoring systems for this 
pathology. Although their usefulness has been proven, there is still a big research gap and 
a need for more information about the obtained results, so that the techniques can be 
compared and improved. 
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Table 1. Searching strategy according to PICO model.  
Population Humans 
Intervention Segmentation of face images of acne vulgaris patients 
Comparison Manual segmentation 
Outcome Diverse results 
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Table 2. Existing segmentation methods for acne vulgaris images that are based on classical image processing techniques. 
 

Study 
 

 
Image modality 

 
Images 

database 

 
Proposed method 

 
Ground truth 

 
Samples for 

the 
validation 

 
Relevant 

limitations 

 
Outcomes 

 
 

Budi et al., 2017 

 
 

Conventional 
photography 

 
 

Not indicated 

 
 

Region growing 

 
 

Not indicated 

 
 

Not 
indicated 

The user must 
place the seed 
manually. Each 
lesion needs a 
different 
threshold value. 

Authors only 
report that results 
are satisfactory, 
without providing 
any data. 

 
 

Maroni et al., 2017 

 
 

Conventional 
photography 

 
DermNet, 

DermQuest 
and database 

from [36] 

 
 

Heat map + thresholding 

 
 

Not indicated 

 
 

Not 
indicated 

The difficulty 
of thresholding 
makes the 
manual 
selection of 
threshold value 
necessary in 
some of the 
images. 

No details of 
segmentation 
results are 
provided. 

 
Kittigul and 

Uyyanonvara, 2016 

 
Conventional 
photography 

 
Own images 

 
Adaptive thresholding 

 
Method has not 
been validated 

yet 

Method has 
not been 

validated yet 

No limitations 
indicated yet. 

Results not 
evaluated yet. 

 
Chantharaphaichit et 

al., 2015 

 
 

Conventional 
photography 

 
 

Not indicated 

 
 

Enhancement of ROI 
(normalized gray image – V 

component from HSV space) + 
thresholding 

 
 

Manual lesion 
counting 

 
 

Ten images 
were used in 

the 
validation 

High 
probability of 
obtaining false 
positives 
because of 
similarity with 
the 

Precision = 80% 
Sensitivity = 
86.37% 
Accuracy = 70% 
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characteristics 
of acne lesions. 

 
 
 

Malik et al., 2014 

 
 

Conventional 
photography 

 
 

Own images 

 
 

Increase of dynamic range + 
mapping of each pixel to a band 

of the visible spectrum 

 
 

Severity of acne 
estimated by 

experts 

 
 

Number of 
images not 
indicated 

 
 
The authors do 
not indicate any 
limitations. 

 
Evaluation of the 
method’s ability to 
grade acne: 
Specificity > 80% 
Sensitivity > 60% 
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Study 

 

 
Image modality 

 
Images 

database 

 
Proposed method 

 
Ground truth 

 
Samples for 

the 
validation 

 
Relevant 

limitations 

 
Outcomes 

 
Liu and Zerubia, 2013 

 

 
Conventional 
photography 

 
DermNet NZ 

Color-based segmentation using 
an iterative method based on 

energy minimization 

 
Human visual 

inspection 

50 images 
were used in 

the 
validation 

No limitations 
indicated. 

Quantitative 
analysis of results 
has not been 
performed yet 

 
 
 
 
 
 
 

Min et al., 2013 

 
 
 
 
 
 

Conventional 
photography 

 
 
 
 
 
 

Own images 

 
 
 
 
 
 

Processing techniques vary 
depending on acne lesion type 

 
 
 
 
 
 

Manual lesion 
counting and 
lesion type 

classification 

 
 
 
 
 
 

Number of 
images not 
indicated 

 
 
 
 
 
 
No limitations 
indicated. 

Correlation 
between manual 
and automatic 
counting, for each 
lesion type: 
Pearson 
correlation 
coefficient > 0.93 
(0.54 for open 
comedos) 
Detection of each 
lesion type: 
Sensitivity > 66% 
Specificity > 74% 
except for open 
comedos (21%) 
 

 
 

Chen et al., 2012 

 
Conventional 
photography 

 
Own images 

 
Thresholding 

 
Skin inspection 

by experts 

 
99 images 

were used in 
the 

validation 

No limitations 
indicated. 

Distinction 
between acne and 
healthy skin: 
Accuracy = 
82.82% 
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Humayun et al., 2012 

 
 
 
 
 

Conventional 
photography 

 
 
 
 
 

Kuala 
Lumpur 
hospital 
database 

 
 
 
 
 

Template matching 
 
 
 
 
 
  

 
 
 
 
 

Not indicated 

 
 
 
 
 

Ten images 
were used in 

the 
validation 

Optimization 
of filtering is 
needed in order 
to decrease the 
errors caused by 
illumination 
changes and 
texture of 
images. 

Results are good, 
but they cannot be 
considered, since 
the described 
method is still 
under 
development: it is 
not robust, there 
are considerable 
variations in 
sensitivity and 
precision among 
the images. 
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Study 

 

 
Image modality 

 
Images 

database 

 
Proposed method 

 
Ground truth 

 
Samples for 

the 
validation 

 
Relevant 

limitations 

 
Outcomes 

 
 

Khongsuwan et al., 
2012 

 
 

Fluorescence 
images 

 
 

Own images 

 
 

Histogram equalization + 
extended maxima transform 

 
 

Manual lesion 
counting 

 
 

Ten images 
were used in 

the 
validation 

 
 
No limitations 
indicated. 

Automatic 
counting: 
Accuracy = 
83.75% 
Sensitivity = 
98.22% 
Precision = 
85.04% 

 
 

Ramli et al., 2011 

 
Conventional 
photography 

 
Own images 

 
Thresholding by Otsu’s method 

 
Segmentation 

by experts 

185 images 
were used in 

the 
validation 

No limitations 
indicated. 

Sensitivity > 80% 
Specificity > 80% 

 
 

Son et al., 2008 

 
 

Fluorescence 
images 

 
 

Own images 

 
 

Thresholding + color-based 
segmentation 

 
 

Not indicated 
for the 

calibrated 
system 

 
 

29 images 
were used in 

the 
validation 

Readjustment 
of parameters 
of the color-
based 
segmentation is 
needed. 

Results for the 
calibrated system 
are not 
quantitatively 
evaluated. 

 
Abu Zaki et al., 2019 

LED microscopy 
color images 

Own Images Thresholding by color + 
morphological operators 

segmentation 

Manual 
counting 

15 images No limitations 
indicated 

Do not provide 
good results. 

 
Wu et al., 2021 

Fluorescence 
images 

Own Images Thresholding by color and 
contour detection 

Manual 
counting 

3595 images  No limitations 
indicated 

Accuracy 71% 
Sensitivity 72% 
Precision 88% 
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Table 3. Existing segmentation methods for acne vulgaris images that are based on machine learning algorithms. 
 

Study 
 

 
Image modality 

 
Images 

database 

 
Proposed 
method 

 
Ground 

truth 

 
Samples for the 

validation 

 
Relevant limitations 

 
Outcomes 

 
 
 

Alamdari et al., 
2016 

 
 

Conventional 
photography 

 
 

Own images 

 
 

Nested k-means 

 
 

Not 
indicated 

 
 

35 images were 
used in the 
validation 

It is necessary to 
develop a new concept 
of relative color, in 
order to prevent 
differences in 
segmentation results 
due to the differences 
among individuals’ skin 
tone. 

Accuracy = 70% 

 
 
 

Khan et al., 2015 

 
 
 

Conventional 
photography 

 
 
 

Own images 

 
 
 

Fuzzy c-means 

 
 
 

Not 
indicated 

 
 
 

50 images were 
used in the 
validation 

 
 
 
No limitations 
indicated. 

With Q component: 
Sensitivity = 
89.67% Specificity 
= 93.19% 
Accuracy = 92.63% 
With I3 component: 
Sensitivity = 
89.54% 
Specificity = 
91.62% 
Accuracy = 91.05% 

 
(Malik, Ramli, & 

AFM, Digital 
assesment of 
facial acne 

vulgaris, 2014) 

 
Conventional 
photography 

 
Own images 

 
K-means + 

SVM 

 
Segmentation 

by experts 

 
50 images were 

used in the 
validation 

 
No limitations 
indicated. 

After 
postprocessing: 
Sensitivity = 90% 
Specificity = 97.2% 
Accuracy = 93.6% 

 
Chang and Liao, 

2013 

 
Conventional 
photography 

 
Own images + 
database from 

[37] 

Thresholding in 
YCbCr space + 

SVM 

 
Not 

indicated 

97 images were 
used in the 
validation 

No limitations 
indicated. 

Accuracy = 99.40% 
Sensitivity = 
80.91% 
Specificity = 
99.42% 
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Arifin et al., 2012 

 
Conventional 
photography 

 
Own images 

Color gradient + 
thresholding + 

k-means 

 
Not 

indicated 

405 samples 
were used in the 

validation 

No limitations 
indicated. 

In acne detection: 
Accuracy = 96.66% 

 
 

Madan et al., 
2011 

 
Polarised light 
photography 

 
Own images 

 
Classifier based 

on logistic 
regression 

 
Not 

indicated 

39 images were 
used in the 
validation 

 
Big precision needed in 
images registration. 

89.2% of regions 
correctly classified 
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Study 
 

 
 

Image modality 

 
 

Images 
database 

 
 

Proposed 
method 

 
 

Ground 
truth 

 
 

Samples for the 
validation 

 
 
Relevant limitations 

 
 

Outcomes 

(Ramli, AS, & 
AFM, 

Identification of 
acne lesions, 

scars and normal 
skin for acne 

vulgaris cases., 
2011) 

 
Conventional 
photography 

 
Own images 

 
K-means 

 
Segmentation 

by experts 

 
Not indicated 

 
No limitations 
indicated. 

Sensitivity > 81%, 
specificity > 81% 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fuji et al., 2008 

 
 
 

Multispectral 
imaging 

 
 
 

Own images 

 
 
 

Linear 
discriminant 

function 

 
 
 

Not 
indicated 

 
 
 

Not indicated 

Authors manifest the 
need of a more 
complex classifier. 
Finding spectral 
features that don not 
depend on image 
conditions is also 
needed. 

Results are diverse 
and details are not 
reported. 

 
Zhao et al., 2019 

Conventional 
selfie images 

Own images  Convolutional 
Neural 

Networks 

230 images 
selected by 

dermatologist 

4000 images No limitations 
indicated  

Good results 
distinguishing acne 
and health skin  

 
Junayed et al., 

2019 

Color Images  Own images Deep Residual 
Neural 

Networks  

Auto trained 
validation 

model 

1800 images No limitations 
indicated 

94% accuracy 
classifying 5 acne 
classes 

 
Lim et al., 2020 

Conventional 
Photographs 

Own images Convolutional 
Neural 

Networks 

Classification 
by experts 

472 images No limitations 
indicated 

Three acne groups 
with a Pearson 
correlation accuracy 
67% 

Yadav et al., 
2022 

Conventional 
Photographs 

Own images K-means + HSV 
segmentation + 
Texture Analysis 

+ CNN 
classification  

Experts 
Labelling 

120 images No limitations 
indicated 

K-means + CNN 
allow detect 70% 
lesions  
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Hasanah et al., 

2022 

Conventional 
Photographs 

Own images  K-means 
segmentation + 

ELMA 
classification 

N/A 100 images No limitations 
indicated 

80% effectivity 
classifying acne 
lesions in three 
categories. 
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