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RESUMO

A tuberculose tem sido encarada como a principal causa de morte de pessoas adultas que
possuem doencgas infecto-contagiosas, ultrapassando até o numero de vitimas da AIDS e da
Maléria juntas. O Programa de Controle de Tuberculose no Brasil tem por base a baciloscopia
de escarro e a cultura, e admite um diagnostico presuntivo, quando baseado nos achados
clinicos e radioldgicos caracteristicos da doenca. Por razdes econdmicas, os exames de
baciloscopia empregados em paises pobres utilizam microscopia convencional, enquanto que
em paises desenvolvidos utiliza-se microscopia com fluorescéncia. Na literatura, encontram-
se diversos métodos automaticos para contagem dos bacilos em exames de baciloscopia
através de microscopia com fluorescéncia, mas nenhum método proposto para contagem ou
detecgdo de bacilos em exames de baciloscopia através de microscopia convencional. Nesse
trabalho de dissertacdo, propde-se um método automatico para deteccao de bacilos em exames
de baciloscopia através de microscopia convencional. A metodologia do trabalho tem como
principais caracteristicas: A utilizagdo da imagem de diferenca entre as componentes (R-G), a
utilizagdo de um limiar global adaptativo para segmentagdo da imagem de diferenga e filtros
de pos-processamento para extracdo de artefatos. Através dessa metodologia consegue-se
atingir valores de sensibilidade de 70% e uma taxa de falsos positivos de 15%. A principal
conclusdo do trabalho é que em imagens de baciloscopia por microscopia convencional,
diferentemente da microscopia por fluorescéncia, nem os bacilos, nem o fundo apresentam
uma tonalidade caracteristica que possibilite a segmentacao através de um processo simples.
Outros métodos de segmentagdo da imagem de diferenca s3o propostos no final como
sugestdes de continuidade do trabalho.

Palavras chave: Tuberculose, Imagem, Bacilo, Microscopia.



ABSTRACT

The tuberculosis has been faced as the world's leading cause of adult death who is with infect-
contagious diseases, exceeding until the number of victims of AIDS and of malaria combined.
The Tuberculosis Control Program in Brazil uses basically microscopy exams and the culture,
and admits a diagnosis presupposed when based on the clinical discoveries and radiological
characteristics of the disease. For economical reasons, the microscopy exams used in low and
middle income countries are made by conventional microscopy, while in developed countries
the fluorescence microscopy is used. In literature there are several automatic methods for
counting bacillus in fluorescence microscopy images, but no method proposed for counting or
detecting bacilli in conventional light microscopy. In this dissertation work is proposed an
automatic method for detection of bacilli in conventional light microscopy. The methodology
of the work has principal characteristics such as: The use of difference (channel R minus
channel G) image from RGB color format, the use of an adaptive global threshold for
segmentation of the difference image and processing filters for extraction of artifact. Through
this methodology it is possible to reach values of sensitivity of 70% and a false positive rate
of 15%. The main conclusion of the work is that in conventional light microscopy images, nor
bacillus neither background present a characteristic hue that makes possible segmentation
through a simple process, differently of the fluorescence microscopy. Other segmentation
methods of the difference image are proposed in the end as suggestions for work continuity.

Key-words: Tuberculosis, Image, Bacilli, Microscopy.
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1. INTRODUCAO

A Tuberculose tem sido encarada como a principal causa de mortes de pessoas adultas
que possuem doencgas infecto-contagiosas, ultrapassando até o nimero de vitimas da AIDS e
da Maléria juntas (OMS, 1998). Em meados de 1993, a tuberculose tornou-se uma doencga
com propor¢des grandiosas no cenario Internacional, fazendo com que a Organizagdo
Mundial de Satude declarasse em seu relatorio anual, uma “Emergéncia Global”.

De acordo com os dados da Organizacao Mundial de Satde (1998), uma grande parte
da populacdo mundial (aproximadamente 1,7 bilhdo de pessoas) ¢ portadora do bacilo da
tuberculose. Cerca de 10 milhdes de novos casos sdo conhecidos anualmente, resultando em
um montante anual de 3 milhdes de mortes no mundo inteiro. No Brasil, e no Amazonas, a
média de casos novos ainda se mantém proxima aos valores mostrados na tabela 1.1. O Brasil
esta em décimo lugar entre as nagdes com altos indices de tuberculose. Em 2001, a taxa de
incidéncia brasileira era de 47,2/100.000 habitantes, enquanto a do Estado do Amazonas era
de 81,55/100.000 habitantes, superando em muito a taxa de incidéncia nacional (tabela 1.1).

Constata-se ainda que a Tuberculose apresenta uma distribuicdo geografica desigual.
Os municipios de Sao Gabriel da Cachoeira, Santa Isabel do Rio Negro e Tabatinga, que
apresentam uma grande populagdo indigena, estdo no topo dessa alarmante estatistica. Sao
Gabriel da Cachoeira destaca-se por apresentar um elevado coeficiente perante a realidade do
pais, com mais de 350/100.000 habitantes (SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE DO

AMAZONAS, 2001).
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Casos Novos (Valores Absolutos)

Coeficiente de Incidéncia/100.000 hab.

Ano 2001 Pulmonar Pulmonar

Regides/Estados || Totajs | Total | BK+** ! Extra-P* || Coeficientes: Total | BR+** | Extra-p*
Ignorado 615 555 399 60
NORTE 7.042 | 6.223 { 4.328 819 53,17 46,98 32,68 6,18
Rondonia 571 507 304 64 40,56 36,01 21,59 4,55
Acre 346 314 190 32 60,24 54,67 33,08 5,57
Amazonas 2.365 : 1.998 @ 1.283 367 81,55 68,89 44,24 12,65
Roraima 165 144 94 21 48,92 427 : 27,87 6,23
Para 3.109 : 2.836 : 2.136 273 49,02 44,72 1 33,68 43
Amapa 201 176 137 25 40,3 3529 2747 5,01
Tocantins 285 248 184 37 24,05 20,931 15,53 3,12
NORDESTE 23.094 : 20.524 : 13.052; 2.570 47,78 42,47+ 27,01 5,32
Maranhio 2.754 © 2.565 i 1.525 189 48,06 44,76 1 26,61 3,3
Piaui 1.247 + 1.086 779 161 434 37,08 27,11 5,6
Ceara 3.319 + 2988 : 2.181 331 43,97 39,5 ¢ 289 4,39
Rio Grande do Norte | 1.794 i 1.631 944 163 63,73 57,94 33,53 5,79
Paraiba 1.185 + 1.043 715 142 34,16 30,07 20,61 4,09
Pernambuco 3987 + 3.495 ¢ 1.980 492 49,79 43,641 24,72 6,14
Alagoas 1.151 i 1.006 686 145 40,29 3522 24,01 5,08
Sergipe 476 399 270 77 26,19 21,961 14,86 4,24
Bahia 7.181 + 6311 § 3.972 870 54,34 47,76 1 30,06 6,58
SUDESTE 38.982 : 33.070: 19.155: 5.912 53,06 45,01 26,01 8,05
Minas Gerais 6.044 : 5501 : 2914 543 33,34 30,35 16,08 3
Espirito Santo 1.391 i 1.209 861 182 44,09 38,321 27,29 5,77
Rio de Janeiro 14.025 1 11.950 ¢ 6.542 + 2.075 96,34 82,08 i 44,94 14,25
Sdo Paulo 17.522 1 14410 : 8.838 3.112 46,56 38,29 23,49 8,27
SUL 8.176 : 6.770 : 4.268 1.406 32,12 26,6 : 16,77 5,562
Parana 2.358 + 1.995 : 1.180 363 24,32 20,58 12,17 3,74
Santa Catarina 1.423 §{ 1.179 731 244 26,12 21,64 13,42 4,48
Rio Grande do Sul 4395 § 3.596 i 2.357 799 42,63 34,88 ¢ 22,86 7,75
CENTRO OESTE 3.523 + 3.052 | 1.883 471 29,64 25,68 15,84 3,96
Mato Grosso do Sul 826 726 404 100 39,13 3439 19,14 4,74
Mato Grosso 1.256 + 1.133 674 123 49,05 4425+ 26,32 4.8
Goias 1.075 917 656 158 21,01 17,92 12,82 3,09
Distrito Federal 366 276 149 90 17,45 13,161 17,1 4,29
BRASIL 81.432 1 70.194 : 43.085; 11.238 47,24 40,721 24,99 6,52

* Extra-P = tuberculose extra-pulmonar
** BK+ = Bacilo Koch Positivo
Fonte: SINAN-MS 21/10/2003

Tabela 1. 1: Estatistica sobre os casos da Tuberculose no Brasil, no ano de 2001
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O Programa de Controle de Tuberculose no pais tem por base a baciloscopia de
escarro e a cultura, e admite um diagnostico presuntivo, quando baseado nos achados clinicos
e radiolédgicos caracteristicos da doenga. Os resultados obtidos, ainda que suficientes do ponto
de vista epidemiologico, sdo inespecificos, ndo permitindo, isoladamente, o diagnodstico
conclusivo da tuberculose. Exames bacteriologicos mais complexos sdo necessarios para a
identificagdo da etiologia (ALMEIDA et al, 2005).

No diagnostico laboratorial, seja pela inspecdo direta (baciloscopia), ou por
isolamento em cultivo (meios de cultura), a mais importante contribuicdo ¢ o achado do
bacilo.

O exame de baciloscopia consiste na analise direta dos escarros dos pacientes com
sintomas respiratorios suspeitos. A preparagdo das laminas com escarro do paciente se da
através da utilizagdo de produtos quimicos, devidamente direcionados para evidenciar o
bacilo e, por fim, a interpretagdo destes através de microscopios eletronicos, com lentes
apropriadas ¢ em condigdes ideais para o uso por especialistas.

Diferente da baciloscopia, os meios de cultura sdo encontrados tanto na forma sélida
quanto na liquida. Quando o Mycobacterium Tuberculosis é cultivado de amostras clinicas
(ex. expectoracdo, aspirado dos ganglios linfaticos, LCR) dd-nos o diagndstico por exceléncia
e definitivo da Tuberculose. Os bacilos da tuberculose que cresceram na cultura podem ser
também testados in Vvitro para a sensibilidade aos medicamentos anti-Tuberculose. O meio de
cultura habitual ¢ o Lowenstein Jensen, embora meios de cultura liquidos e sistemas
automaticos (por exemplo, o Bactec) sejam também usados em laboratérios mais sofisticados
(OMS, 2004). O tempo médio de formagdo de colonias do Mycobacterium Tuberculosis, no
entanto, ¢ de quatro semanas, sendo esta sua grande desvantagem em relagdo aos outros

métodos (ALMEIDA et al, 2005).
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Diferentes métodos de preparagao das laminas para o exame de baciloscopia podem

ser utilizados, os mais usuais e os respectivos tipos de microscopios sdo mostrados no Quadro

1.1:
Coloracao utilizada Microscépio utilizado para analise
Coloragao Ziehl-Neelsen Microscépio de campo claro
Coloragio de Kinyoun o Microscopio de campo claro
Coloragao Fluorcromio o Mlcroscoplo de Fluorescéncia

Quadro 1. 1: Método de preparagdo da lamina versus tipo de microscopio utilizado para a analise

A Coloracao de Ziehl-Neelsen (ZN) e de Kinyoun utilizam a caracteristica desta
bactéria, o bacilo, de possuir paredes celulares com alto teor de lipideos (cerca de 60%,
principalmente de Acido micolico). Esta bactéria quando tratada pelo corante fucsina
fenicada, cora-se de vermelho e persiste ao descoramento subseqiiente por uma solugdo de
alcool-acido forte (diferenciador). E por isto que é conhecida por Bacilo Alcool-Acido
Resistente (BAAR). As outras bactérias, que nao possuem tais paredes celulares ricas em
lipideos, tém a sua coloracao pela fucsina descorada pela solugao de alcool-acido e coram-se
em azul pela coloragdo de fundo do azul de metileno (contra-corante).

No método de ZN, a lamina ¢ aquecida até a emissao de vapores (método de coloragao
a quente), enquanto que o método de Kinyoun a coloragdo ¢ a frio. Esses dois métodos serdo
referidos, a partir de entdo, como métodos de microscopia convencional.

Na figura 1.1, ¢ mostrada a imagem de um campo de duas laminas preparadas pelo
método de coloragdao de Kinyoun. Observa-se que no campo da esquerda os bacilos

(circulados) aparecem com mais nitidez do que na imagem da direita, com tons proximos ao
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vermelho. No capitulo de metodologia, serd estudada com mais detalhes, a questdo da

tonalidade dos bacilos.

(a) (b)

Figura 1. 1: Recortes de imagens de laminas contendo bacilos coradas pelo método de Kinyoun

A Coloragdo de Fluorcromio utiliza como corante a auramina fenélica ou a auramina-
rhodamina. Depois da descoloragdo com acido-alcool e recoloragdo com azul de metileno, o
bacilo aparece de cor amarela brilhante contra um fundo escuro, conforme pode ser
constatado na figura 1.2. Esse método serd referido, a partir de entdo, como método de

microscopia com fluorescéncia.

Figura 1. 2: Recorte de imagem de 1dmina contendo bacilos corada com o método de Auramina/Rhodamina

No trabalho de Steingart et. al (2006) ¢é feita uma comparagdo entre os métodos de
baciloscopia por microscopia convencional e por microscopia com fluorescéncia. Os
principais pontos dessa comparagao sao listados a seguir:

a) Os métodos que utilizam microscopia convencional utilizam iluminagdo comum,

enquanto que o método de microscopia com fluorescéncia utiliza lampadas
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halogenas ou de vapor de merctrio com alta pressdao mais caras. Nao s6 a lampada,
mas todo o aparato utilizado na microscopia por fluorescéncia apresenta custo
maior do que aquele utilizado na microscopia convencional;

b) Os métodos que utilizam microscopia convencional necessitam de uma ampliagdo
de 100x enquanto que o método por microscopia com fluorescéncia necessita de
uma amplia¢do de 25x apenas. Sendo assim, o exame nesse segundo método é mais
rapido, pois se pode analisar uma mesma area em um tempo menor;

¢) Os métodos que utilizam microscopia convencional sdo menos sensiveis que 0s
métodos que utilizam microscopia por fluorescéncia. Em alguns trabalhos sao
reportados valores de sensibilidade entre 20-60%. (ABER et al., 1980;
URBANCZIK et al., 1985) no método de microscopia convencional. Argumenta-se
ainda que os dois métodos tém valores de especificidade semelhantes;

d) O trabalho de preparacdo das laminas ¢ bem mais simples no método de

microscopia por fluorescéncia.

Adicionalmente, acrescentamos a seguinte observacdo sobre os dois métodos:
Conforme pode ser observado através de uma comparagdo das figuras 1.1 e 1.2, na
microscopia por fluorescéncia os bacilos se distinguem de forma bem mais clara do fundo do
que na imagem de microscopia convencional, tornando menos complexo o processo de
identificagdo dos bacilos. Dessa forma, a ampla utilizagdo dos métodos de microscopia
convencional para diagnoéstico de pacientes multibacilares nos programas mundiais de
controle da tuberculose justifica-se apenas pelo alto custo da microscopia por fluorescéncia
quando comparado ao custo da microscopia convencional.

Em ambos os métodos o nimero de bacilos observados em um esfregaco reflete a

gravidade da doenga e a infecciosidade dos doentes. Segundo Magarao (1987), é importante
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registrar o nimero de bacilos observados em cada esfregaco avaliado e, de acordo com a
quantidade encontrada, deve ser realizado um tratamento especifico.

Para que o exame possa apresentar-se positivo para BAAR, faz-se necessario uma
quantidade minima de 10.000 bacilos/mL do espécimen clinico (sensibilidade da técnica),
encontrada apenas nos doentes denominados de multibacilares. Os doentes que possuem
quantitativos de BAAR inferiores a 10.000 bacilos/mL sdo denominados de paucibacilares
(DAVID, 1976).

Os pacientes multibacilares podem apresentar diferentes concentracdes de bacilos nas
secrecdes submetidas a baciloscopia. Essas sdo dependentes da resposta imunolédgica ao
agente agressor ¢ da evolucdo clinica do paciente. Por esse motivo, na leitura dos campos
microscopicos convencionais da baciloscopia os seguintes critérios sdo adotados na
classificagdo dos resultados (OMS, 2004):

e nenhum BAAR em 100 campos = negativo;

e 1a9BAAR em 100 campos = inconclusivo - especificar quantitativo;

e 10a99 BAAR em 100 campos = positivo 1+;

e médiade la 10 BAAR em 50 campos = positivo 2+;

e média superior a 10 BAAR em 20 campos = positivo 3+.

No exame de baciloscopia através de microscopia convencional, encontra-se uma
grande variabilidade intra-observador no que diz respeito a contagem dos BAAR. No trabalho
de Lamounier (2006) ¢ reportado um nivel de concordancia entre 55% e 75% entre diferentes
leitores. Estima-se que esses baixos niveis de concordancia sejam devido a fadiga visual que
acomete o leitor depois de inumeras leituras realizadas.

Na literatura, conforme sera visto no proximo capitulo, ndo se encontram trabalhos

que reportem a automatizacdo do processo de contagem dos BAAR em microscopia
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convencional. Todos os trabalhos reportados dizem respeito a microscopia por fluorescéncia.
Dessa forma, procurando suprir essa caréncia, na medida em que o método de diagndstico
através da microscopia convencional ¢ o mais utilizado no pais, procurou-se nesse trabalho a
obtencdo de um método automatico para contagem dos BAAR em laminas analisadas através

da microscopia convencional. Dessa forma, os objetivos desse trabalho sdo:

Objetivo geral
Propor um método de deteccao automatico que auxilie o processo de identificagdo do

Mycobacterium Tuberculosis, também conhecido por baciloscopia, através da microscopia

convencional.
Objetivos Especificos

1. Utilizar técnicas de processamento digital de imagens para automatizar o método
atual de identificagdo do Mycobacterium Tuberculosis, no processo conhecido com
baciloscopia por microscopia convencional;

2. Proporcionar maior confiabilidade e repetibilidade aos resultados obtidos nos
exames, no que diz respeito a contagem dos BAAR nas laminas de escarros
preparadas e coradas com o método de Kinyoun, com a eliminacdo da fadiga

visual do leitor.

A organizacao dessa dissertagao segue os moldes tradicionais de um trabalho desse
género. A subdivisdao em capitulos ¢ a seguinte:

e Introducao (Capitulo I);

e Revisdo Bibliografica (Capitulo II);

e Materiais e Métodos (Capitulo III);

e Resultados e Discussdo (Capitulo IV);
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e Conclusdes (Capitulo V);

O Capitulo II aborda os seguintes topicos:

« Conceitos basicos envolvidos na detecgdo, diagnostico da Mycobacterium
Tuberculosis. Diferenciag@o dos niveis da tuberculose em fungdo da quantidade de
bacilos detectados nas laminas e caracterizagdo do Mycobacterium Tuberculosis;

« Revisdo de outras técnicas de diagndstico do Mycobacterium Tuberculosis, com

destaque para o diagndstico através da Baciloscopia;

No Capitulo III, caracterizam-se os materiais utilizados, ou seja, descrevem-se onde e
como as imagens baciloscopicas foram adquiridas e esclarece-se os requisitos de
implementagdo do método para reconhecer automaticamente regides contendo bacilos da
tuberculose. Por fim, descreve-se o método desenvolvido para a detec¢ao automatica dos

bacilos em imagens baciloscopicas.

No Capitulo 1V, apresentam-se os resultados obtidos com a aplicagdo do método de
deteccdo do Mycobacterium Tuberculosis e discutem-se os resultados obtidos, comparando-

0s, sempre que possivel, com os resultados extraidos da literatura.

No Capitulo V sdo apresentadas as conclusdes finais e as sugestdes de trabalhos

futuros.



20

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nessa revisao bibliografica serdo analisados 4 trabalhos publicados na literatura sobre
diagnostico automatico da tuberculose em exame de baciloscopia através de microscopia por
fluorescéncia, tendo em vista que nao foram encontrados registros de trabalhos publicados em
relagdo a automacao do exame de baciloscopia através de microscopia convencional.

No primeiro trabalho revisado (VEROPOULOS et al, 1998), o método utilizado para a
deteccdo de bacilos utilizou trés etapas: captura da imagem, processamento e analise da
imagem e classificagdao dos achados.

O método de processamento e analise da imagem consistiu das seguintes etapas:

e Detecgdo de bordas: implementado pelo filtro de Canny. O mesmo ¢ ajustado de

acordo com o ganho de amplificagdo e resolug¢do das imagens capturadas.

e Rotulacdo e remog¢do de regides: este passo permite que o sistema examine
somente as regioes que pertengam a uma faixa de tamanho (de bacilo), excluindo
as que possivelmente nao poderiam ser bacilos devido ao seu tamanho.

e Unido de pixels de borda: este passo foi utilizado para unir os possiveis segmentos
de bordas. Nesta etapa, pixels similares em termos de magnitude e angulo do
gradiente sdo interligados.

e Tragado de contornos: o algoritmo utilizado traca contornos internos (boundary
tracing algorithm).

e Descritores de forma: Neste experimento foram utilizados 15 descritores, que nao
foram expressos pelo autor, que se mostraram suficientes para representar cada

regido.

O método de classificacdo utilizou a forma dos bacilos como critério diferenciador

para o reconhecimento dos mesmos. Os descritores de forma foram alimentados em um
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classificador para identificar os achados, como bacilo ou artefato. Neste estagio, varias
técnicas de classificagdo foram usadas (ex.: métodos discriminantes e redes neurais).

O classificador que teve o melhor desempenho em termos de exatiddo foi a rede neural
feedforward treinada com o algoritmo de backpropagation. A arquitetura da rede foi
constituida por uma camada escondida, 15 entradas e uma saida. Foram utilizadas 900
imagens para treinamento, 100 para validacdo e 147 para testes. A saida da rede consiste de
um valor positivo ou negativo. O valor positivo identifica a presenga de um bacilo, enquanto o
negativo identifica a presenca de um artefato. Os valores médios obtidos para a exatidao sdo
mostrados na tabela 2.1. Esses valores dizem respeito a classificagdo individual de cada

achado como sendo ou ndo um bacilo.

METODO KNN ' RBF ' BP ' KR

EXATIDAO | 91,80% | 88,06% 97,57% 95,24%

KNN: Classificador através de K- vizinhos mais proximos (K-nearest neighbours)
RBF: Redes RBF.

BP : Classificador utilizando feedforward treinada com backpropagation.

KR: Classificador utilizando Regressdo Kernel

Tabela 2. 1: Resultados obtidos por Veropoulos et al (1998) para cada uma das técnicas de classificagdo
implementadas

Em outro trabalho para detec¢do de bacilos, Forero et al (2004) implementou um
processo de deteccdo que levou em consideragdo a forma e o tamanho. Numa primeira etapa
foram utilizados valores empiricos de limiar de éareas e limiar de excentricidade para
segmentacao dos bacilos.

Em seguida, descritores diferentes foram avaliados para a caracterizagdo de bacilos:
area, densidade, comprimento do eixo maior, comprimento do eixo menor, excentricidade,
perimetro, solidez, os 7 momentos Hu e os 16 primeiros descritores de Fourier normalizados.
Foram testados 7 algoritmos para determinar o grupo de descritores que permite uma melhor

caracterizagdo dos bacilos. Verificou-se que os 4 primeiros momentos Hu, a excentricidade e
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a densidade provéem uma boa separagdo entre os achados que se constituem ou nao em
bacilos, sendo os mesmos selecionados para fazer a classificagdo. Os melhores valores de
sensibilidade e especificidade conseguidos foram de 94,96% e 86,66%.

Forero et al (2006) em seu mais recente trabalho caracterizou os agrupamentos de
bacilos por modelos de misturas Gaussianas. Com isso, obteve resultados melhores para
sensibilidade e especificidade, 97,89% e 94,67%, respectivamente.

E mister ressaltar que nos trabalhos de Forero et al (2004 ¢ 2006), os resultados sdo
expressos por campo e ndo pelo desempenho do reconhecimento de bacilos. Assim sendo, ndo
¢ possivel uma comparagdo valida entre os métodos de Forero et al (2004 ¢ 2006) e de
Veropoulos et al (1998).

Outro trabalho de deteccdo dos bacilos da tuberculose foi desenvolvido por Tumoian
et al (2002). A tarefa de detecg¢@o dos bacilos foi realizada através de duas redes neurais. A
primeira utiliza o algoritmo Rival Penalized Competitive Learning (RPCL) ¢ a segunda, uma
rede neural de fungdes radiais base (RBFN), trabalhando com o algoritmo de aprendizagem
de Guossi e Pogio . O trabalho, no entanto, ndo apresentou resultados em fun¢ao dos valores

de sensibilidade e especificidade.
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3. METODOLOGIA

3.1 Introducéo

Nessa dissertagdo buscou-se, reconhecer automaticamente em uma imagem de
baciloscopia, regides contendo bacilos da tuberculose.

Tal proposta ¢ caracterizada como um problema de reconhecimento de padrdes em
imagens digitais. Classicamente, um processo de reconhecimento de padrdes em imagens
compreende as etapas descritas no diagrama em blocos da figura 3.1, adaptada de Duda et al

(2001).

Entrada

Aquisicao da Imagem

v

Critério de exclusdo das imagens
Segmentacio
v

Pés-processamento

v

Extracio de Caracteristicas

v

Classificacao

v

Saida

Figura 3. 1: Etapas cléassicas de um processo de reconhecimento de padrdes em imagens
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A etapa de aquisi¢ao define as resolucgdes (espacial e de profundidade) de uma imagem
e ¢ realizada através de transdutores de imagem.

O critério de exclusdo das imagens, objetiva selecionar imagens que estejam em foco.

A etapa de segmentacdo objetiva separar as regides de interesse (regides contendo
bacilos) do fundo da imagem.

O pos-processamento tem por objetivo a remogao de ruidos da imagem segmentada.

A extracdo de caracteristicas visa caracterizar o objeto a ser reconhecido por medidas
cujos valores sdo similares para objetos que estdo em uma mesma classe e dissimilares para
objetos em classes diferentes.

O problema objeto desse trabalho, reconhecimento de regides contendo bacilos, ndo

carece da etapa final de classificagao.

3.2 Aquisicdo da Imagem

As 50 imagens utilizadas para a o desenvolvimento desse trabalho foram capturadas a
partir de laminas preparadas com escarros coletados de pacientes com suspeita de tuberculose.
O preparo das referidas laminas foi feito no Laboratorio de Micobacteriologia do Instituto
Nacional de Pesquisa da Amazodnia (INPA).

Preparo das laminas: A preparagdo das laminas para o diagnostico do

Mycobacterium Tuberculosis, por bacterioscopia direta, foi feita através do método de
coloracdo de Kinyoun (com o corante fucsina fenicada). Esse tipo de bactéria possui paredes
celulares com alto teor de lipideos (cerca de 60%, principalmente de acido micolico). Dessa
forma, quando essa bactéria ¢ tratada pelo referido método de coloracao cora-se de vermelho
e persiste ao descoramento subseqiiente por uma solugao de alcool-acido forte (diferenciador).
Por este motivo, esse Mycobacterium Tuberculosis é conhecido por Bacilo Alcool-Acido

Resistente (BAAR). As outras bactérias, que ndo possuem tais paredes celulares ricas em
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lipideos, tém a sua coloracao pela fucsina descorada pela solugao de alcool-acido e coram-se
em azul pela coloracdo de fundo do azul de metileno (contra-corante).

Captura das imagens: Imagens de campos das laminas preparadas foram capturadas

por uma camera digital acoplada no microscopio. Foram utilizadas 10 laminas de pacientes
com suspeita de Tuberculose (Tb) nivel 1+, 2+ e 3+. Foram registradas imagens de 5 campos
distribuidos em cada lamina através de uma camera digital Powershot G6 (7.1Mpixel) com
adaptador e um Microscopio modelo Axioplan (para campo claro). Nesse processo de
aquisi¢ao das imagens foram realizados os seguintes ajustes de ampliagdo: aumento de 100x
na objetiva do Microscopio Axioplan (necessario para a imersdao) e uma variacdo de aumento
na camera digital Powershot G6 de 4x a 4.7x. Tais ajustes resultaram em imagens cuja
resolugdo espacial variou de 1600x1200 pixels a 3072x2304 pixels.

As imagens digitalizadas foram submetidas a um especialista que efetuou a
identificacdo dos BAAR nas mesmas. Essa leitura, realizada por um técnico especializado, foi
considerada neste trabalho o padrio de referéncia para a comparacio do método
desenvolvido. Durante esse processo, um grupo de 5 campos (imagens) de uma unica lamina
foi descartado, por se mostrar inadequado para a avaliagao.

Nas figuras 3.2, 3.3 e 3.4, mostram-se exemplos de imagens de baciloscopia, onde os

bacilos a serem reconhecidos pelo especialista encontram-se circulados.



Figura 3. 2: Imagem 1 de baciloscopia com bacilos circulados.

Figura 3. 3: Imagem 2 de baciloscopia com bacilos circulados.
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Figura 3. 4: Imagem 3 de baciloscopia com bacilo circulado.

3.3 Critério de exclusao das imagens

Esta etapa resumiu-se numa inspe¢ao visual das imagens. Imagens fora de foco foram

excluidas do conjunto de dados pelo especialista.

3.4 Segmentacao

A segmentacdo efetuada pode ser dividida nas etapas mostradas no diagrama em

blocos da figura 3.5, que serdo descritas a seguir:
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Imagem em foco

Obtencdo de Imagem em nivel de cinza
com os bacilos realgados - Imagem de
diferenca

Intensificacdo da imagem de diferenca
pela adicdo com a imagem de maximos
- Imagem realcada

!

Aplicacdo de limiar global adaptativo
para binarizagdo da imagem realgada

i

Imagem
segmentada

Figura 3. 5: Etapas da segmentagdo

A partir da observagdo visual de que os bacilos apresentam tons mais vermelhos do
que o fundo que os cerca (essa observagao pode ser feita nas imagens das figuras 3.2, 3.3 e
3.4) investigou-se a possibilidade de realizar uma segmentagdo no espago HSI (hue,
saturation e intensity), utilizando-se a componente de tonalidade - H como fator
discriminador. Nesse trabalho, para fins de investigagdo, a tonalidade foi dividida em 7 faixas
(ver quadro 3.1). Esperava-se a priori que os bacilos tivessem uma tonalidade
predominantemente situada nas faixas 1 e 7 (faixas correspondentes a cor vermelha) e que
essa tonalidade permitisse diferencia-los do fundo e de outros artefatos presentes na imagem
(doravante denominados apenas de fundo) através da aplicagdo de um limiar. Com esse

proposito, investigou-se inicialmente o histograma de tonalidade das imagens de baciloscopia.
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Faixa | Intervalo de Tonalidade | Cor

1 Tonalidade<0.0825 i vermelho

2| 0.0825 <Tonalidade <0.247 | amarelo

7 Tonalidade>0.9075 vermelho

Quadro 3. 1: Intervalos de tonalidade dos histogramas de tonalidade

Nas figuras 3.6, 3.7 e 3.8 mostram-se os histogramas de tonalidade das imagens 3.2,
3.3 e 3.4, respectivamente. No eixo horizontal desses histogramas existem 7 faixas,
correspondentes aos intervalos de tonalidade mostrados no quadro 3.1. No eixo vertical ¢
mostrado o percentual de ocorréncia dos niveis de tonalidade em cada uma dessas faixas.

A partir do histograma dessas imagens, nota-se que o fundo das imagens de
baciloscopia, que responde, na maioria das vezes, por mais de 95% de toda a imagem,
apresenta diferentes tonalidades. Apenas no histograma da imagem 2 (Figura 3.7) observa-se

que mais de 95% dos pixels da imagem concentra-se em uma mesma faixa de tonalidade.
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Figura 3. 6: Histograma de tonalidade da imagem 1 de baciloscopia (fig 3.2)
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Figura 3. 7: Histograma de tonalidade da imagem 2 de baciloscopia (figura 3.3)
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Figura 3. 8: Histograma de tonalidade da imagem 3 de baciloscopia (figura 3.4)

Com o intuito de investigar a possibilidade de segmentar os bacilos através da
componente tonalidade, selecionou-se 106 recortes (sub-imagens) de varias imagens contendo
bacilos e extraiu-se desses recortes a tonalidade de 10 pixels pertencentes a bacilos e 10 pixels
pertencentes ao fundo. O histograma dos recortes selecionados mostrou que a maioria tem
mais de 70% dos pixels situados em uma das faixas de tonalidade 2,3,4 e 5. Nas figuras 3.9,
3.10, 3.11 e 3.12, mostram-se os valores de tonalidade extraidos para os pixels pertencentes a
regides de bacilo e de fundo para os recortes com a maioria dos pixels pertencentes as faixas
de tonalidade 2,3,4 ¢ 5, respectivamente. Cada recorte ¢ dito ser caracteristico de uma faixa

de tonalidade se apresentar uma concentragao de pixels na referida faixa maior que 70%.
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Figura 3. 9: Distribui¢do da tonalidade do bacilo/fundo em recortes pertencentes a faixa 2 de tonalidade
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Figura 3. 10: Distribui¢@o da tonalidade do bacilo/fundo em recortes pertencentes a faixa 3 de tonalidade
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Figura 3. 11: Distribui¢@o da tonalidade do bacilo/fundo em recortes pertencentes a faixa 4 de tonalidade
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Figura 3. 12: Distribui¢@o da tonalidade do bacilo/fundo em recortes pertencentes a faixa 5 de tonalidade

Analisando-se as faixas de tonalidade em que se apresentam bacilos e fundo nos

graficos das figuras 3.9 a 3.12 conclui-se que:
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e As tonalidades dos pixels de regides de bacilo ndo estdo restritas as faixas de
tonalidade 1 e 7, contrariando a expectativa inicial de que os bacilos tivessem
tonalidade vermelha;

e Os pixels de regides de bacilo ndo se diferenciam em tonalidade dos pixels das
regides de fundo. Ocorre uma discreta separacdo entre tonalidades de pixels de
bacilos e de fundo nos recortes correspondentes as faixas 2 e 5 de tonalidade,

porém nao suficiente para diferencia-los.

Essa segunda constatacdo inviabiliza a utilizagdo da componente H para a
segmentacgao entre bacilos e fundo.

Buscando ainda explorar a percepc¢ao visual de que os bacilos sdo mais avermelhados
que o fundo que os cerca, procurou-se investigar essa caracteristica em outro espago de cor, 0
RGB (Red, Green, Blue). Para tal, obtiveram-se, a partir da imagem RGB original, duas
imagens de diferenca, (R-G) e (R-B). Inicialmente, sdo obtidas duas matrizes contendo as
diferencas. Em seguida, essas matrizes sao convertidas em imagens em escala de cinza e re-
escalonadas para a faixa de [0 a 255].

Nas figuras 3.13, 3.14 e 3.15 mostram-se as imagens de diferenca (R-G) e (R-B) das

Imagens de baciloscopia mostradas nas figuras 3.2, 3.3 ¢ 3.4.



(b)

Figura 3. 13: Imagens de diferenga da imagem 3.2 de baciloscopia: (a) (R-G) e (b) (R-B)
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(b)

Figura 3. 14: Imagens de diferenga da imagem 3.3 de baciloscopia: (a) (R-G) e (b) (R-B)
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(b)

Figura 3. 15: Imagens de diferenga da imagem 3.4 de baciloscopia: (a) (R-G) e (b) (R-B)

Observando-se as imagens 3.13 a 3.15 verifica-se que nas imagens (R-G), 3.13(a),

3.14(a) e 3.15(a), os bacilos encontram-se diferenciados do fundo (tons de cinza mais claros
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do que o fundo), porém nas imagens (R-B), 3.13(b), 3.14(b) e 3.15(b), os bacilos ndo
aparecem diferenciados do fundo. Dessa forma, descartou-se a possibilidade do uso da
imagem (R-B) e prosseguiu-se a investigacdo com a imagem (R-G), denominada doravante de
imagem de diferenca.

O passo seguinte constituiu-se da segmentagao dos bacilos através de uma operacao de
limiar aplicada na imagem de diferenca

Essa proposta parte da definicdo experimental de um limiar global percentual x%, o
qual ¢ utilizado para defini¢ao de um limiar global adaptativo para cada imagem, L. O valor L
adaptativo ¢ obtido a partir do histograma da imagem. A seguir, descreve-se o método de
segmentacio proposto, aplicando-o nas trés imagens de diferenca apresentadas nas figuras
3.13(a), 3.14(a) e 3.15(a).

Na tabela 3.1, mostram-se, os valores percentuais das concentracdes de pixels
distribuidos em 10 (dez) faixas de cinza (bins) correspondentes aos histogramas das referidas

imagens.

Concentracao percentual de pixels (n;%)

WFNC{ 00 : 0l .02 . 03 . 04 . 05 . 06 .07 08 .09

| AN . a  a ' a ' a ' a  a ' a ' a ‘'a S a
Imagem| 01 - 02 03 . 04 05 . 06 . 07 . 08 09 10
: 1 : 0,271 21,372 - 4,220 - 32,603 - 61,009 : 0,418 : 0,071 : 0,027 - 0,009 : 0,001

-2 :11,501:0,003: 1,066 : 9,503 : 15,430 : 26,570 : 27,932 : 7,728 . 0,263 : 0,003

3 1 63,805 : 0,001 : 0,198 ¢ 6,256 : 21,785 7,564 : 0,347 :0,036: 0,007 : 0,001

FNC: faixa de nivel de cinza

Tabela 3. 1: Concentragdo percentual de pixels versus faixa de nivel de cinza para as imagens de baciloscopia
32,33e34
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O estabelecimento do valor do limiar para a binarizacdo em cada imagem foi definido
a partir da avaliagdo dos valores percentuais de concentragao de pixels em cada faixa de cinza

do histograma (tabela 3.1), segundo o procedimento apresentado no quadro 3.2:

1. Define-se um valor de limiar global, x%;

2. Inicia-se a avaliacao das dez faixas de niveis de cinza (FNC’s) do
histograma, da direita para a esquerda (de i=10 até i=1)

3. Para uma dada FNC;, compara-se o valor nj% com o valor x%;

4. Seni% > x%, atribui-se a L (valor do limiar adaptativo) o valor do limite

superior de FNC; e para-se 0 processo;

o

Do contrario continua-se o processo analisando-se a FNC.)

Quadro 3. 2: Procedimento para o estabelecimento do limiar binarizagdo de uma imagem

Um valor de x=8%, por exemplo, definiria, segundo o procedimento apresentado, os
seguintes valores de limiar, L: figura 3.13(a): 0.5; figura 3.14(a): 0.7 e figura 3.15(a): 0.5. As
imagens binarizadas resultantes da aplica¢do desses limiares sdo mostradas nas figuras 3.16,
3.17 e 3.18.

Em nossa investigacdo o valor de limiar, x%, foi variado no intervalo de 8% a 12% em

incrementos de 1% e os resultados obtidos foram posteriormente comparados.



Figura 3. 16: Imagem de diferenca binarizada correspondente a imagem de baciloscopia 3.2

Figura 3. 17: Imagem de diferenca binarizada correspondente a imagem de baciloscopia 3.3
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Figura 3. 18: Imagem de diferenca binarizada correspondente a imagem de baciloscopia 3.4

A partir de uma analise das imagens de diferenca binarizadas mostradas nas figuras
3.16 a 3.18 constata-se que:
e A maioria dos bacilos pode ser detectada através de operagdo de limiar;

e Nas imagens 3.17 e 3.18 existem outros artefatos que ndo correspondem a bacilos.

A fim caracterizar bacilos e artefatos e definir um meio de diferencia-los extrairam-se,
das imagens de diferenca, perfis de intensidade de niveis de cinza em segmentos de retas
(scan lines) que cruzam os bacilos e em segmentos de retas que cruzam regides de ruidos. A
analise desses perfis permitiu delinear um método de realce dos bacilos.

Para ilustrar esse procedimento metodoldgico adotado, na figura 3.19 mostram-se
perfis de intensidade de dois segmentos de reta que cruzam bacilos presentes na imagem
baciloscopica 3.2. Na figura 3.20 mostram-se os perfis de intensidade de dois segmentos de
reta, um que cruza um bacilo e outro que cruza uma regido contendo um ruido presentes na

imagem baciloscopica 3.3. Na figura 3.21 mostram-se os perfis de intensidade de dois
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segmentos de reta que cruzam um bacilo e uma regido ruidosa presentes na imagem
baciloscdpica 3.4. Esses segmentos de reta sdo os mostrados como segmentos tracejados nas
imagens binarizadas 3.16, 3.17 e 3.18 respectivamente.
A partir da analise desses perfis constatou-se que:
e As regides de bacilo correspondem a picos de grande intensidade com pequena
extensao;
e Os artefatos (presentes nas imagens 3.17 e 3.18) apresentam (R-G) da mesma ordem
dos valores de (R-G) de regides contendo bacilo;
e Os artefatos correspondem a regides sem picos de intensidade ou com picos de grande

intensidade e mais largos que os correspondentes a bacilos.
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Figura 3. 19: Perfis de intensidade de segmentos de reta obtidos na imagem de diferenca 3.13(a): (a) perfil de um
segmento que cruza um bacilo (b) perfil de outro segmento que cruza um bacilo
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Figura 3. 20: Perfis de intensidade de segmentos de reta obtidos na imagem de diferenca 3.14(a) (a) perfil de um
segmento que cruza um bacilo (b) perfil de um segmento que cruza uma regido ruidosa
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Figura 3. 21: Perfis de intensidade de segmentos de reta obtidos na imagem de diferenga 3.15(a) (a) perfil de um
segmento que cruza um bacilo (b) perfil de um segmento que cruza uma regido ruidosa

Uma avaliagdo desses perfis para um conjunto maior de imagens de baciloscopia de
3072x2304 pixels de resolu¢dao espacial, mostrou que os bacilos apresentam uma largura

menor ou igual a 75 pixels.



46

Baseado nas constatagdes citadas e nessa informagao da largura maxima de um bacilo
elaborou-se um método para intensificagdo da imagem de diferencga, através do realce do
contraste entre regides de bacilos e regides com (R-G) da mesma ordem dos valores de (R-G)
de regides contendo bacilo, mas que ndo sdo bacilos. As etapas desse método sdo mostradas

no diagrama em blocos da figura 3.22.

Imagem R-G
Operacio de abertura em nivel de cinza Operacio de abertura em nivel de cinza
(elemento estruturante segmento de reta (elemento estruturante segmento de reta
horizontal de 75 pixels): 71, vertical de 75 pixels): 7,
y y
Operacio de Subtracio: Operacio de Subtracio:
Ligi= Ig-g) - Is Lip = Igg) - 1oz

A

Obtencido da Imagem de picos:
Lyico = maximo(l iz, 4isz)

) J
Obtenciao da Imagem Realcada

Ireal = Ipiw + I(R-G)

A J

Re-escalonamento de faixa
Procedimento de Conversio para
escala em nivel de cinza

#

Imagem Realgada

Figura 3. 22: Procedimento para obtencao da imagem em nivel de cinza realgada

Como resultado da aplicagdo do método mostrado na figura 3.22 obtém-se uma
imagem que denominamos imagem realcada. A idéia central explorada nesse procedimento

foi utilizar a morfologia em nivel de cinza para extragcdo dos picos da imagem de diferenga. A
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extracao dos picos foi efetuada através da subtracao da imagem original da imagem resultante
da abertura em nivel de cinza (GONZALEZ, 2007). A abertura em nivel de cinza foi efetuada
utilizando-se dois elementos estruturantes, em forma de segmentos de reta com 75 pixels de
comprimento, um a 0° e outro a 90°. A utilizagdo desses dois elementos estruturantes visou a
detecgdo tanto de bacilos com orientagdo mais proxima a horizontal, como de bacilos com
orientacdo mais proxima a vertical. As figuras 3.23 e 3.24 mostram o resultado da aplicag¢ao
da extragdo de picos nos perfis mostrados em 3.21(a) e 3.21(b).

Ao observar-se o resultado das operagdes de extracdo de picos mostradas nas figuras
3.23(b) e 3.24(b), conclui-se que:

e Na regido do bacilo aparece um pico com amplitude em torno de 0.4;

e Artefatos com (R-G) da mesma ordem dos valores de (R-G) de regides contendo

bacilo, aparecem picos pequenos com amplitudes menores do que 0.25.

Essa diferenca de amplitude ¢ utilizada como fator responsavel pelo realce dos bacilos.
Nas figuras 3.25(a), 3.26(a) e 3.27(a) mostram-se as imagens realgadas correspondentes as
imagens de diferenca 3.13(a), 3.14(a) e 3.15(a). Observa-se nessas imagens o aumento do
contraste entre os bacilos e artefatos com valores de (R-G) da mesma ordem dos valores de
(R-G) de regides contendo bacilo. Um novo procedimento de binarizacdo, similar aquele
aplicado a imagem de diferenca, ¢ aplicado as imagens realcadas 3.25(a), 3.26(a) e 3.27(a),
com limiar x=8%, obtido de forma experimental. As imagens binarizadas resultantes sao
mostradas nas figuras 3.25(b), 3.26(b) e 3.27(b). Nesse trabalho o limiar foi variado de 8% a

12%.
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com um elemento estruturante de 75 pixels de comprimento, (b) Resultado da operacdo de obtencao de picos

48



0.8a -

0.6

0.55

0.5

0.45

0.4

0.35

intensidade de nivel de cinza

0.3

0.25

Dz | 1 | 1 1 ]
a a0 100 180 200 250 300

pixels do segmento de reta

(@)

0.25 -

0.2

0.15

01f

intensidade de nivel de cinza

0.05 -

N 1. S Y T

1
o a0 100 150 200 250 300
pixels do segmento de reta

(b)

Figura 3. 24: Extracao de picos no perfil da figura 3.21(b): (a) Resultado da operagao de abertura morfoldgica
com um elemento estruturante de 75 pixels de comprimento, (b) Resultado da operacdo de obtencao de picos



(b)

Figura 3. 25: (a) Imagem realgada correspondente a Imagem de diferenca 3.13(a), (b) Imagem realgada
binarizada
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(b)

Figura 3. 26: (a) Imagem real¢ada correspondente a imagem de diferenga 3.14(a), (b) Imagem realgada
binarizada
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(b)

Figura 3. 27: (a) Imagem realgada correspondente a Imagem de diferenga 3.15(a), (b) Imagem realgada
binarizada
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3.5 P6s-Processamento

Ao se obter as imagens binarizadas para o universo das imagens do estudo verificou-se
a presenca de ruidos que apareciam como falsos positivos. A fim de remover esses ruidos
aplicou-se a seqiiéncia de etapas mostradas no diagrama em blocos da figura 3.28. A seguir,
explica-se a origem desses ruidos e detalha-se cada uma das operagdes mostradas nesse

diagrama em blocos.

Remocao de ruidos gerados pela operacéo de
extracao de picos

/

Remocao de ruidos correspondentes a
artefatos cinzas

Remocao de ruidos pequenos

Y

Ligacéo de conjuntos de pixels pertencentes a
bacilos fragmentados

Y

Remocao de ruidos grandes

Figura 3. 28: Etapas utilizadas no pds-processamento

O processo de obtencdao da imagem de picos gerou ruidos indesejados que ndo estdo
presentes na imagem de diferenca. Na figura 3.29(a) mostra-se um recorte da imagem 3.3 de

baciloscopia. A figura 3.29(b) mostra a imagem binarizada desse recorte obtida a partir da
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imagem de diferenca e a figura 3.29(c) mostra a imagem binarizada desse recorte obtida a
partir da imagem realgada. Observa-se, na imagem real¢ada (figura 3.29 (c)), a presenga de
um ruido ndo presente na imagem de diferenga (figura 3.29 (b)). A presenca do mesmo ¢
resultado da operagdo de extragdo de picos. Para remové-lo, foi bastante fazer uma operacao
logica AND entre a imagem binarizada a partir da imagem de diferenca ¢ a imagem
binarizada a partir da imagem realgada. A imagem resultante dessa operacdo ¢ mostrada na
figura 3.30(d). Observa-se que o ruido presente na imagem realgada desapareceu. Essa
operacdo de AND corresponde a etapa de filtragem denominada “Remocgao de ruidos gerados

pela operagdo de extragdo de picos” mostrada no diagrama em blocos da figura 3.29.
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(a) (b)
(©) (d)

Figura 3. 29: (a) Recorte da imagem 3 de baciloscopia; (b) Imagem binarizada do recorte obtida a partir da
imagem de diferenca; (c) Imagem binarizada do recorte obtida a partir da imagem realgada; (d) Imagem
resultante da operagdo AND das imagens mostradas em (b) e (c)

Algumas imagens de baciloscopia apresentam artefatos com tonalidades de cinza.
Esses artefatos caracterizam-se por possuirem valores de (R-G) da mesma ordem que valores
de (R-G) de regides contendo bacilos. Para remover esses ruidos utilizou-se o fato de que
regides de tonalidade cinza presentes em imagens RGB tém os valores das componentes R, G
e B proximos e que essas regides com tonalidade cinza correspondem a regides de

intensidade, I, abaixo da média de intensidade da imagem original. Esse fato foi materializado
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através de um filtro expresso pela regra logica mostrada no quadro 3.3. O valor do limiar,
Leinza, foi determinado experimentalmente de forma a aperfeigoar a deteccao dos artefatos de

tonalidade cinza e minimizar a ocorréncia de falsos positivos.

Se
pixel p pertence a uma area de ruido cinza e

R-g] R-s o8
f < Lcinza € f < Lcinza € f < Lcinza €
med med med

Imed i, < 0,8Imed;, .

ruido

Entéo
O valor do pixel p na imagem binarizada é levado a intensidade de
nivel preto (zero)

onde
= ( R+G+ B)
3
Imed,,,, : Intensidade media dos pixels do ruido

Imed,, : Intensidade média dos pixels da imagem

Quadro 3. 3: Regra logica do filtro utilizado para remogdo de ruidos correspondentes a artefatos cinza

O filtro mostrado no quadro 3.3 corresponde & etapa de filtragem denominada
“remoc¢ao de ruidos correspondentes a artefatos cinza” mostrada no diagrama em blocos da
figura 3.28.

Esse processo de filtragem ¢ ilustrado na figura 3.30. Na figura 3.30(a) mostra-se uma
imagem de baciloscopia com ruidos de tonalidade cinza. Na figura 3.30(b) mostra-se a
imagem realcada correspondente. Nessa imagem, pode-se observar que os artefatos de

tonalidade cinza presentes na imagem original correspondem a niveis de cinza proximos ao
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dos bacilos. Na figura 3.30(c) mostra-se a imagem binarizada contendo os artefatos “cinza” e
na figura 3.30(d) a imagem resultante da aplicacgao do filtro citado na figura 3.28.
Na imagem resultante do processo de remocao de artefatos de tonalidade cinza, figura
3.30(d), verifica-se:
« Alguns bacilos se apresentam como pequenos conjuntos de pontos proximos € nao
como um unico conjunto conectado de pontos;
« A presenga de aglomerados de bacilos e, ainda;

« A presenga de ruidos.

Diante do exposto, o problema a que essa dissertagdo propde resolver, a detec¢ao de
bacilos, depara-se a essa altura com a necessidade de eliminar ruidos, sem eliminar bacilos ou

aglomerados de bacilos fragmentados.



(b)

LEGENDA:

Q artefatos cinzas que foram

removidos pelo filtro

C) artefato cinza que ndo foi

removido pelo filtro

l:l bacilo que foi removido
pelo filtro de cinza
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(d)

Figura 3. 30: (a) Imagem de baciloscopia com artefatos; (b) Imagem realgada; (c) Imagem binarizada antes da
aplicag@o do filtro de remogdo de artefatos cinza; (d) Imagem binarizada ap6s aplicagdo do filtro de remogao de
artefatos cinzas

Para subsidiar a proposicdo de processamentos que realizem a referida tarefa,
investigou-se a area ocupada por bacilos ou por aglomerados de bacilos. Verificou-se que

essas areas variam enormemente. Para ilustrar tal afirmacdo, na figura 3.31 mostra-se dois
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extremos, um bacilo com o area de 458 pixels e um aglomerado de bacilos com area de 4709
pixels (regides brancas), extraidos de uma mesma imagem de baciloscopia de 3072x2304
pixels. A partir do universo de imagens de estudo, observou-se que o tamanho dessas regides

varia de 200 pixels a 7000 pixels.

v

(a) (b)

Figura 3. 31: Imagens contendo bacilos (area branca) com: (a) 458 pixels; (b) 4709 pixels

Uma solug¢do encontrada para os problemas postos estd delineada nas trés ultimas
etapas do diagrama em blocos da figura 3.28, quais sejam: eliminam-se inicialmente pequenos
ruidos (menores que 50 pixels), depois se conectam conjuntos de pixels pertencentes a bacilos
fragmentados e, por fim, eliminam-se ruidos maiores.

Um algoritmo de rotulacdo foi utilizado como uma etapa comum na implementagao
das trés etapas citadas. Esse algoritmo, implementado através da fungido bwlabel do Matlab™
constitui-se na identificagdo de pixels vizinhos adjacentes, segundo um critério de vizinhanga
N-8 e similaridade, e a atribui¢do de um mesmo rotulo a esses pixels. De acordo com o
manual do Matlab", essa funcdo foi implementada conforme descrito em Haralick et. al.

(1992) através dos passos mostrados no quadro 3.4.
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1. Aplicacdo da codificacdo comprimento de corrida (run-length) na imagem de
entrada;

2. Varredura das corridas, atribuindo-se rétulos preliminares e armazenando rotulos

equivalentes numa tabela de equivaléncia;

Resolucao das classes equivalentes;

4. Atribuicdo de novos rétulos as corridas baseado na resolucdo das classes
equivalentes.

w

Quadro 3. 4: Algoritmo de rotulagdo

A seguir descreve-se, com mais detalhes essas etapas de pds-processamento
anteriormente citadas. A primeira corresponde a filtragem de pequenos ruidos. Tais ruidos

foram eliminados através de um filtro de area, conforme procedimento apresentado no quadro

3.5.

o

Aplicacédo do algoritmo de rotulagdo na imagem binarizada;

Contagem do tamanho das areas (nimero de pixels) brancas;

7. Para as areas menores do que 50 pixels, transformar o nivel de cinza dos pixels
dessas areas para zero (preto).

o

Quadro 3. 5: Filtragem de ruidos pequenos (<50 pixels)

Na figura 3.32 ilustra-se um resultado da aplicacdo do procedimento do quadro 3.5 em
uma imagem de baciloscopia, onde se observa a presenga de diversos ruidos. A comparacao

entre as imagens 3.32 (b) e (c¢) revela que muitos ruidos pequenos foram eliminados.



(b)
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(©)

Figura 3. 32: Imagens de bacilos: (a) Imagem original de baciloscopia; (b) Imagem binarizada obtida a partir da
imagem real¢ada. (c) Resultado da aplicag@o do filtro de ruidos pequenos na imagem (b)

A etapa seguinte do diagrama em blocos da figura 3.28, “ligagdo do conjunto de pixels
pertencentes a bacilos fragmentados”, foi implementada unindo-se, através de segmentos de
retas, regioes menores do que 200 pixels que se encontravam proximas umas das outras, na
imagem resultante do primeiro filtro (ruidos pequenos). Na figura 3.33, mostram-se em (a)
um recorte da imagem 3.32 (c¢) contendo varios bacilos fragmentados, em (b) o resultado da

unido dos fragmentos por segmentos de retas.
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(b)

Figura 3. 33: (a) Bacilos fragmentados; (b) Unido dos fragmentos por segmentos de retas

A implementacdo do filtro de ruidos grandes foi efetuada de acordo com o

procedimento mostrado no quadro 3.6
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1. Aplicacéo do algoritmo de rotulagéo na imagem binarizada;

2. Contagem do tamanho das areas (numero de pixels) brancas;

3. Para as areas menores do que 200 pixels, transformar o nivel de dos pixels
dessas areas para preto (zero);

Quadro 3. 6: Filtro de ruidos grandes

A aplicacdo do filtro de ruidos grandes na imagem da figura 3.32 é mostrada na figura

3.34.

Figura 3. 34: Imagem resultante da aplicagdo do filtro de ruidos grandes
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3.6 Controle de Qualidade das Imagens

Um percentual de cerca de 10% das imagens do conjunto de dados, apresentou uma
quantidade exagerada de pixels com tonalidade vermelha, que ndo correspondem a bacilos,
mas sim a saliva. Tal fato, segundo o especialista deveu-se a problemas no processo de
preparagdo das laminas. Na figura 3.35 mostra-se um exemplo desse tipo de imagem. Os
histogramas de tonalidade dessas imagens sdo caracterizados por apresentarem percentuais de
concentragdes de pixels na faixa 1 de tonalidade superiores a 0,1%. No quadro 3.7 mostram-
se os valores percentuais de concentragdes de pixels em cada uma das 7 faixas de tonalidade,
estabelecidas no quadro 3.1, para a imagem da figura 3.35. Observa-se que o valor percentual

da faixa 1 ¢ de 1,77%. O método desenvolvido identifica tais imagens e as descarta.

Figura 3. 35: Exemplo de imagem de baciloscopia obtida de lamina com problemas de preparagido



Faixa de Tonalidade | 1 ;2 .3 4 .5 . 6 .7

Concentracao de | 1,77 110,57 {3237 {44,03 59,33 |37,45| 15,83
pixels (%)

Quadro 3. 7: Percentual de concentragdo de pixel versus faixa de tonalidade da imagem da figura 3.36
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados

Conforme mostrado no capitulo de metodologia, a tonalidade do fundo das imagens
baciloscopicas varia enormemente. Dependendo da imagem, o fundo pode ter tonalidade na
faixa do amarelo, verde, ciano ou azul, que correspondem as faixas 2, 3, 4 ¢ 5 do quadro 3.1,
respectivamente . Na tabela 4.1, mostra-se o percentual das 45 imagens utilizadas no trabalho
em funcdo do pico de tonalidade mais alto no histograma. Observa-se que o maior percentual
de imagens tem o pico mais alto na tonalidade ciano, correspondendo a 73,33%. Esse
resultado € coerente com o método utilizado na preparagao das laminas, que usa na sua etapa

final de coloragao um pigmento de tonalidade proxima ao azul.

Tonalidade % de imagens

Amarela 4,44%

Azul 2,22%
Ciano 73,33%
Verde 20,00%
Total geral | 100,00%

Tabela 4. 1: Distribui¢do percentual das imagens em fun¢do do pico mais alto no histograma de tonalidade

O método estabelecido através da imagem de diferenca (R-G) ¢ indiferente a essa
variacao observada na tonalidade do fundo. A fim de demonstrar essa afirmacgdo, as figuras
4.1, 4.2, 4.3 e 4.4 mostram imagens baciloscopicas (onde os bacilos encontram-se circulados)
com histogramas de tonalidades possuindo picos méximos em diferentes regides da escala de
tonalidade. Esses histogramas sdo mostrados nas figuras 4.5, 4.6, 4.7 ¢ 4.8. Nas figuras 4.9,
4.10, 4.11 e 4.12 mostra-se o resultado da aplicagdo do método para detec¢do dos bacilos nas
imagens supracitadas. Conforme pode ser visto os bacilos sdo detectados independentemente

da tonalidade do fundo.
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Figura 4. 1: Imagem de baciloscopia contendo bacilos circulados com fundo proximo a faixa de tonalidade
ciano

Figura 4. 2: Imagem de baciloscopia contendo bacilos circulados com fundo proximo a faixa de tonalidade do
verde
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Figura 4. 3: Imagem de baciloscopia contendo bacilos circulados com fundo na faixa de tonalidade azul

Figura 4. 4: Imagem de baciloscopia contendo bacilos circulados com fundo na faixa de tonalidade proximo do
amarelo
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Figura 4. 5: Histograma referente a imagem da figura 4.1, onde o fundo tem como cor predominante o ciano
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Figura 4. 6: Histograma referente a imagem da figura 4.2, onde o fundo tem como cor predominante o verde
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Figura 4. 7: Histograma referente a imagem da figura 4.3, onde o fundo tem como cor predominante o azul
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Figura 4. 8: Histograma referente a imagem da figura 4.4, onde o fundo tem como cor predominante o amarelo
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Figura 4. 9: Imagem resultante da deteccdo dos bacilos da imagem 4.1, onde o circulo indica o(s) bacilo(s)
encontrado(s) pelo o especialista e os pixels brancos o(s) bacilo(s) detectado(s) automaticamente

Figura 4. 10: Imagem resultante da detec¢@o dos bacilos da imagem da figura 4.2, onde o circulo indica o(s)
bacilo(s) encontrado(s) pelo o especialista e os pixels brancos o(s) bacilo(s) detectado(s) automaticamente
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Figura 4. 11: Imagem resultante da detec¢@o dos bacilos da imagem da figura 4.3, onde o circulo indica o(s)
bacilo(s) encontrado(s) pelo o especialista e os pixels brancos o(s) bacilo(s) detectado(s) automaticamente

Figura 4. 12: Imagem resultante da detecgdo dos bacilos da imagem da figura 4.4, onde o circulo indica o(s)
bacilo(s) encontrado(s) pelo o especialista e os pixels brancos o(s) bacilo(s) detectado(s) automaticamente
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A metodologia estabelecida utilizou dois limiares no processo de segmentagdao. Um
deles para a imagem de diferenga e o outro para a imagem realgcada. Na tabela 4.2 mostram-se
a sensibilidade do método ¢ a taxa de falsos positivos obtidos quando esses limiares foram
variados e combinados no intervalo de 8% a 12%. Esses resultados foram obtidos para 45
imagens de campo ( 5 campos para cada uma das 9 laminas).

A sensibilidade corresponde a razio percentual entre o nimero de bacilos detectados
automaticamente que coincidem com a contagem do especialista e a contagem do especialista.

A taxa de falsos positivos (%FP) corresponde a razio percentual entre o nimero de
bacilos detectados pelo método e ndo que ndo coincidem com a contagem do especialista e a

contagem do especialista.

Limiar Limiar 5 :
aplicado na aphcado na Sensibilidade= %FP =

imagem | o ha8CMl L (yp/CE)*100 : (FP/CE)*100

. . diferenga :

diferenca (L) realcada (L)
L;=38 L,=38 69.28% 12.90%
L=38 - 1,=9 69.59% : 13.98%
L;=8 : L,=10 69.59% : 13.98%
L,=38 FL=11 70.05% : 14.44%
L,=8 =12 75.88% : 26.27%
L,=9 - 1,=8 69.59% : 13.06%
L,=9 ‘ L,=9 69.89% : 14.13%
L,;=9 L,=10 69.89% : 14.13%
L,=9 : Lo=11 70.35% °: 14.44%
L,=9 FL=12 76.19% : 26.27%
L=10 F 1,=8 69.59% : 13.06%
L=10 : L,=9 69.89% : 14.13%
L=10 FL=10 69.89% ° 14.13%
L=10 ' Lo=11 70.35% : 14.44%
Li=10 =12 76.19% : 26.27%
Li=11 FL,=8 70.05% : 14.44%
Li=11 L,=9 70.35% : 15.51%
Li=11 F L,=10 70.35% : 15.51%

Li=11 L,=11 70.81% 15.82%
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L=11 L=12 76.65% 27.65%
L=12 ‘L,=8 70.05% ° 14.44%
Li=12 L,=9 70.35% : 15.51%
L=12 : L=10 70.35% : 15.51%
L=12 L L=11 70.81% : 15.82%
L=12 L=12 76.65% 27.65%

L; — Limiar aplicado a Imagem diferenca

L, — Limiar aplicado a Imagem realgada

VP — Verdadeiro Positivo

FP — Falso Positivo

CE — Contagem do especialista (padrio utilizado para o célculo)

Tabela 4. 2: Resultados apresentados em fungéo da variagdo e combinagdo dos limiares L1 ¢ L2 no intervalo de
8% a 12%

Os resultados expostos na Tabela 4.2 evidenciam que a sensibilidade do método
variou entre 69.28% a 76.65% e que o percentual de Falsos Positivos detectados

automaticamente variou entre 12.9% a 27.65.

4.2 Discussao

Os resultados de sensibilidade e especificidade obtidos sdo inferiores aqueles obtidos
por outros métodos automaticos de diagnodstico da tuberculose através de baciloscopia por
microscopia com fluorescéncia apresentados no capitulo de revisdo bibliografica. Essa
constatagdo, no entanto, ndo nos surpreende, pois na microscopia com fluorescéncia de
espécimes previamente marcadas com algum composto fluorescente, somente a luz emitida
pelo objeto é observada, resultando desse modo em imagens de objetos brilhantes em um
fundo negro, conforme pode ser constatado na figura 1.3. Na referida figura, os bacilos
encontram-se nitidamente diferenciados do fundo, em contraposi¢do a baciloscopia por
microscopia convencional, alvo desse trabalho. Enquanto o maior tempo investido nesse
trabalho foi na obten¢do de uma imagem que possibilitasse a segmentacao dos bacilos em um

fundo ndo uniforme contendo muitos artefatos, nos trabalhos que utilizam baciloscopia por
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microscopia com fluorescéncia o maior tempo ¢ investido na tarefa de classificagdo dos
achados.

O processo de segmentacdo para o limiar desenvolvido n3o permitiu os melhores
valores de sensibilidade e taxa de falsos positivos. Esse processo ainda ndo é o 6timo para a
segmentacdo a partir da imagem de diferenca.

Observa-se, outrossim, que os niveis de sensibilidade apresentados nesse trabalho
dizem respeito a detecgdo dos bacilos e ndo ao diagnostico da tuberculose.

Tais fatos pressupdem que se aplicarmos esse método com o fim diagnostico
obteremos melhores resultados de sensibilidade.

Nos testes do método foram utilizadas laminas “de rotina” avaliadas por apenas um
técnico proficiente em analise diagnostica de laminas baciloscopicas.

Levando-se em conta as variagdes intra e inter-observador, faz-se necessario:

« O estabelecimento de um conjunto de laminas de testes constituido segundo um

protocolo estabelecido por um especialista da area;

« O estabelecimento de um protocolo de aquisi¢ao de imagens para a composi¢ao de

um conjunto de imagens de teste;

« A andlise dessas imagens por mais de um técnico proficiente nesse tipo de analise.

Desta maneira, pode-se avaliar de forma mais precisa o desempenho do método.

O porqué desse procedimento ndo ter sido realizado foi basicamente o tempo ¢ a

disponibilidade de um sistema de aquisi¢ao de imagens digital a época
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5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que:

A abordagem adotada nesse trabalho, de buscar um auxilio diagnodstico automatizado
para analise de baciloscopia através de microscopia convencional ¢ de grande relevancia
considerando o custo inferior dessa técnica quando comparada a microscopia de
fluorescéncia.

Esse custo inferior, se ndo o motivo maior ¢ um dos motivos que habilita o uso dessa
técnica em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento onde se tem as maiores
incidéncias da tuberculose.

Em imagens de baciloscopia por microscopia convencional utilizando o método de
Kinyoun:

1) a tonalidade do bacilo ndo ¢ predominantemente vermelha, nem permite a

diferenciagdo dos mesmos do fundo;

2) a tonalidade do fundo ndo ¢, como se poderia esperar, azul. Nos campos analisados

nesse estudo a tonalidade do fundo se reparte entre amarelo, verde, ciano e azul;

3) a proposicao de se trabalhar com a imagem de intensidade (R-G) representou uma

transformagdo do espago tridimensional de cor (R,G e B) para um espago

unidimensional de intensidade (R-G) e a chave para o processo de segmentagdo dos
bacilos

4) a utilizacdo de um método de limiar global adaptativo sobre a imagem (R-G)

realcada através de uma operacdo morfologica de extracao de picos, associada a filtros

de cinza e de tamanho, permitiu obter sensibilidades na detec¢do dos bacilos da ordem
de 70%, associadas a taxa de falsos positivos de 15% utilizando como padrao ouro os

dados de um leitor especializado.
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5) foi proposta uma ferramenta que avalia a qualidade da preparagdao das laminas de

teste. Na medida em que se detectam as laminas com problema de coloracdo, as

mesmas sdo descartadas.

Como continuidade propde-se o uso do método proposto, em carater experimental, no

Laboratério de Micobacteriologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, com o fim

de avaliar a capacidade diagndstica do mesmo. Avalia-se a seguir melhorias no trabalho

realizado que possam vir a ser alvos de futuras dissertacdes:

1)

2)

3)

Embora nao tenha sido mostrado nesse trabalho, explorou-se também o espago
HSI (Hue,Saturation,Intensity) de cores através da utilizagdo de uma rede neural.
Posteriormente, ao verificar-se que os resultados ndo eram tdo promissores, ¢ que
se obteve a imagem de diferenca. Imagina-se que o desempenho da rede possa ser
diferente com o acréscimo da intensidade da imagem realgada como uma entrada
adicional;

Ao invés de utilizar-se um limiar global adaptativo pode-se explorar a associagdo
do mesmo com limiares locais estabelecidos em fungdo de um nivel de cinza
médio local. Tentativas nesse sentido ja foram iniciadas. No entanto, a dificuldade
surge em sub-regides da imagem realgada que apresentam uma grande variagdo em
relacdo ao nivel de cinza;

Pode-se explorar ainda uma segmentacdo utilizando outros métodos, como o
conceito de conectividade de nivel de cinza, apresentado por Barros Neto et. al.

(2004), ou watershed.
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4) Uma proposta de aperfeicoamento desse trabalho que independe de qual dos
caminhos apontados acima seja adotado ¢ a implementacao de uma medida de foco

das imagens.
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