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RESUMO

A avicultura industrial apresenta altos indices produtivos, caracterizando-se pela alta
tecnificacdo e pela eficiéncia. Inimeros fatores podem prejudicar estes resultados,
dentre os mais importantes citam-se as doengas imunodepressoras, as quais sdo agentes
primarios para o estabelecimento de inimeros patdogenos capazes de agravar o quadro
clinico das aves, elevando ainda mais as perdas. Em vista disso, resolveu-se estudar um
método mais eficaz para a determinacdo da deplecdo linfocitaria da bolsa de Fabricius,
orgdo fundamental para a proliferacdo e maturagdao de linfocitos B. Dentre as doencas
que mais acometem a bolsa de Fabricius citam-se a doenca infecciosa da bolsa de
Fabricius, as micotoxicoses € a anemia infecciosa. Foram utilizadas 50 amostras de
bolsa de Fabricius coletadas intactas, processadas e o escore Optico de deplecdo
estabelecido (de 1 a 5). As bolsas foram divididas em quadrantes e 12 foliculos
selecionados por amostra. As imagens foram adquiridas, analisadas com o software
MATLAB® 6.5 e suas caracteristicas extraidas. Com os dados foram geradas redes
neurais (NEUROSHELL®™), comparando-se os escores 6ticos ¢ a classificacio realizada
pela rede. A rede foi capaz de classificar corretamente com alta sensibilidade (até
89,81%) e especificidade (até 96,17%) a maioria dos foliculos, tendo um melhor
desempenho utilizando-se trés categorias (sensibilidade de até 79,39% e especificidade
de até 91,94%) e duas categorias (sensibilidade e especificidade chegando a 92,54%).
Os resultados mostraram que ¢ possivel a utilizacdo de andlise de imagem e redes
neurais para a classificacdo histopatologica de deplecdo linfocitaria da bolsa de
Fabricius. A analise de imagem ¢ uma ferramenta pratica, com resultados objetivos,
dimensiona o erro classificatorio e padroniza a avaliagdo da deplecdo linfocitaria bolsa.



ABSTRACT

The industrial poultry has high productive indices, characterizing itself for the high
technification and efficiency. Many factors can harm these results, the
imunodepressives disease are amongst the most important causes. These diseases are
the primary agents for the establishment of many secondary pathogens, aggravating the
losses. In sight of this, we decided to study a more efficient method for the
determination of the lymphoid depletion of bursa of Fabricius. The infectious bursal
disease, the micotoxins and the infectious chicken anemia are the most important
diseases of bursa of Fabricius. Fifty BF were examined by conventional optical
microscopy and digital images were acquired and processed using MATLAB® 6.5
software. The ANN was generated using NEUROSHELL® CLASSIFIER software and
the optical and digital data were compared. The ANN was able to make a comparable
classification of digital and optical scores. The use of ANN was able to classify
correctly the majority of the follicles with sensibility and specificity of 89% and 96%,
respectively. When the follicles were scored and grouped in a binary fashion the
sensibility and specificity increased significantly to 90 and 92%, respectively. These
results demonstrate that the use of digital image analysis and ANN is a useful tool for
the pathological classification of the BF lymphoid depletion. In addition
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira, que ha cerca de 50 anos possuia pouca relevancia no
cenario avicola mundial, atualmente é uma das mais eficientes e tecnificadas do mundo.
O Brasil alojou no ano de 2007 cerca de 42.481.788 matrizes de corte, produzindo
5.150.210.921 de pintos de corte (12,53% a mais que 2006), totalizando uma producao
de 10.246.267 toneladas de carne de frango. Estes nlimeros colocam o Brasil como o
terceiro maior produtor mundial de carne de frango, atrds dos Estados Unidos da

América e da China (ABEF, 2008).

Devido a alta eficiéncia da avicultura brasileira, o pais ¢ — pelo quarto ano
consecutivo — o0 maior exportador de carne de frango, com o volume de 3.286.775 ton e
uma receita de exportagdo de U$4.975.563, um aumento de 20,95% no volume

exportado e de 54,85% na receita em relacdo ao ano de 2006 (ABEF, 2008).

Tais dados ilustram a importancia do setor avicola no Brasil. Além do aspecto
econdmico, a avicultura desempenha um papel social de extrema importancia,
viabilizando a pequena propriedade e fixando a populagdo rural no interior, assim
evitando o aumento do nimero de desempregados e diminuindo os riscos destas
familias assumirem um estado de miséria extrema, devido a falta de oportunidades nas

grandes cidades.

A avicultura industrial ¢ uma das mais tecnificadas areas do agronegdcio,
produzindo com alta eficiéncia e exigindo o maximo de desempenho do seu produto, a
ave. Com vista nessa alta eficiéncia € que existe uma constante corrida para a
manuten¢cdo de um ideal estado sanitario dos lotes, a fim de impedir a quebra deste
potencial produtivo, seja de carne ou de ovos. No entanto, patologias imunodepressoras
sdo responsaveis por grandes perdas, ou por suas lesdes diretas ou servindo como porta

de entrada para outras doengas.

Uma atividade de tamanha magnitude apresenta algumas distor¢des até certo
ponto paradoxais. A mesma avicultura que usa equipamentos de ultima geragdo e
servigos atualizados, responsaveis pela competitividade internacional do produto

brasileiro, na maioria dos casos, ¢ levada a tomar decisdes que envolvem todos os
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aspectos de produgdo, apoiada em critérios subjetivos. Como critério subjetivo, entenda-
se a analise meramente grafica dos dados e uma experiéncia empirica, que se traduz por
sensagdo "epidérmica" de erro e acerto. Uma atividade tdo importante econdmica e
socialmente necessita de critérios objetivos fundamentados cientificamente, com
probabilidade de erro e acerto calculados para dar sustentacdo as decisdes que
objetivardao a melhoria da produtividade dos plantéis e da qualidade sanitaria do produto

oferecido aos mercados externo e interno.

Este trabalho tem o objetivo de fornecer uma ferramenta para a melhoria do
diagnostico das doengas imunodepressoras, pois a avaliacdo da perda linfocitaria ¢
subjetiva, dependendo somente da experiéncia do técnico que a realiza, podendo ser
influenciada por inimeros fatores. Para objetivar estas analise foi necessaria a utilizagao
de equipamentos processadores de imagens que pudessem demonstrar e quantificar as
lesdes. Através desse processamento de imagem, transfere-se uma imagem
microscopica a um computador que pode traduzir discretas alteracdes de coloracdo dos

tecidos em diferencas cromaticas que possam ser quantificadas.

Dessa forma, a utilizacdo de um sistema objetivo contribui para um melhor
conhecimento dos prejuizos acarretados pelas patologias imunodepressoras, através da
obtenc¢do de dados pela digitalizagdo dos cortes histologicos e da quantificagdo do grau

de lesdo.

O Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA) ja realizou
diversos trabalhos neste sentido, que vém servindo de base para a implantacdo de redes
neurais artificiais, as quais serdo disponibilizadas para o controle técnico de doencas de

interesse avicola e na melhor compreensao da avicultura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doenca Infecciosa Bursal (DI1B)

A Doenga de Gumboro (DG), também denominada de Doenga Infecciosa Bursal
(DIB) ou Infeccao da Bolsa de Fabricius (IBF), ¢ uma virose aguda e contagiosa que
acomete aves jovens, caracterizando-se por diarréia, inflamacdo e atrofia da bolsa de
Fabricius, causando variados graus de imunodepressio (LUKERT & SAIF, 2003).
Além das lesdes provocadas pela doenca, a produtividade, medida pelo ganho de peso e
conversao, estard comprometida se o plantel de reprodutoras, que deu origem aos

frangos de corte, ndo foi vacinado contra a DIB, conforme menciona Wyeth et al (1981).

O virus da DIB tem como alvo o tecido linféide, principalmente os linfécitos B,
sendo a bolsa de Fabricius (BF) o 6rgao mais severamente afetado (LUCKERT & SAIF,
1997), produzindo graves efeitos imunodepressores (HIRAI et al, 1974). A doenga
ocorre mais freqiientemente em frangos jovens, com idade variando entre trés e cinco
semanas, cursando por cinco a sete dias, levando a uma alta morbidade e uma

mortalidade média em torno de 5 e 6% (COSGROVE,1962).

O agente etioldgico da DIB foi objeto de diversos estudos, sendo classificado de
diferentes formas a partir de 1962, quando Cosgrove (1962) descreveu a doenga. Cho e
Edibar (1969) caracterizaram-no como sendo da familia Picornaviridae. Ja Pattison et
al (1975) classificaram o agente da DIB como integrante da familia Reoviridae. Dobos
et al (1979), estudando as propriedades biofisicas ¢ bioquimicas, caracterizaram o virus
da DIB como um membro da familia Birnaviridae, que inclui também alguns virus de
peixe, moluscos ¢ de droséfila. Conforme Miiller et al (1979), o virus tem entre 55 e 65
nm de didmetro, ndo envelopado e composto de dois segmentos de RNA de dupla hélice,
designados de segmentos A e B. Estes segmentos codificam as proteinas estruturais do
virus que sdo denominadas de VP1, VPX, VP2, VP3 e VP4, de acordo com Dobos et al
(1979).

A importancia econdmica da DIB ¢ manifestada de duas formas: a primeira,
relacionada a doenga clinica, pela mortalidade em aves a partir de trés semanas de idade.

A segunda, e mais importante, ¢ a severa e prolongada imunodepressao das aves
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infectadas em idade jovem. Assim, perdas consideraveis ocorrem através do efeito
imunodepressor do virus e da interagdo entre a DIB e outras enfermidades nas duas
primeiras semanas de vida. Numerosos trabalhos t€ém demonstrado um aumento de
suscetibilidade das aves a outras infeccdes apos a exposi¢do ao virus da DIB, as quais
incluem dermatite gangrenosa, hepatite por corpusculos de inclusdo, infec¢do por
Escherichia coli ¢ falhas vacinais (ALAN et al, 1972, RINALDI et al, 1972; FADLY et
al, 1976; GIAMBRONE et al, 1976; ALMASSY & KAKUK, 1976; ROSENBERGER
& GELB, 1978; SIVANANDAN & MAHESWARAN, 1980; DOHMS & JAEGER,
1988; ROSENBERGER & CLOUD, 1989; OKOYE et al., 1991).

As galinhas sdo os Unicos animais conhecidos que desenvolvem a doenga clinica
e lesdes caracteristicas quando expostas ao virus da DIB. O periodo de incubacdo ¢
bastante curto, e os sinais clinicos desenvolvem-se em dois a trés dias apos a infeccao.
Em lotes suscetiveis, a doenga aparece rapidamente e com alta taxa de morbidade,
normalmente proxima dos 100%. A mortalidade pode ser nula ou atingir 30%,
geralmente iniciando em torno do terceiro dia pds-infeccao e retrocedendo em cinco ou
sete dias. Os primeiros surtos em uma granja sdo geralmente mais agudos; surtos
ocorrentes em lotes posteriores sdo menos severos e freqiientemente passam
desapercebidos. Muitas infec¢des sdo silenciosas, em funcao da idade das aves (menos
de trés semanas), ou de infec¢ao por cepas avirulentas de campo ou, ainda, por infec¢ao
na presenga de anticorpos maternos. Surtos de DIB em lotes suscetiveis sdo facilmente
reconhecidos, sendo que o diagnéstico presuntivo pode ser prontamente realizado. O
rapido surgimento, a alta morbidade, a curva de mortalidade em pico, a rdpida
recuperagdo dos sinais clinicos, a qual ocorre em cinco a sete dias, sdo as caracteristicas

principais da doenga (LUKERT & SAIF, 2003).

Os virus de campo, assim como os vacinais, produzem lesdes de graus variados.
As lesdes macroscopicas, em aves mortas devido a essa infeccdo, sdo desidratacdo,
hemorragias nos musculos das coxas e peitoral, aumento na quantidade de muco no
lume intestinal e hipertrofia renal (COSGROVE, 1962; HITCHNER, 1970). A BF, alvo
mais importante do virus, apresenta lesdes que vao desde o aumento de volume e de
peso, em conseqiiéncia de hiperemia e edema no terceiro dia apds a infeccdo, até a
atrofia, chegando a aproximadamente 1/3 do seu peso normal em oito dias (CHEVILLE,

1967). HITCHNER (1970) relata que o 6rgao, apos dois ou trés dias da infecgao,
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apresenta conteudo gelatinoso e amarelado cobrindo a superficie serosa e alterando a
coloragdo desta, que passa de branca para creme. Durante a fase de atrofia, a coloracao
da serosa bursal torna-se acinzentada. A infeccdo causa, freqiientemente, necrose
multifocal e hemorragias petequiais ou equimoéticas na mucosa do Orgdo.
Ocasionalmente, BFs de aves afetadas podem apresentar extensas hemorragias
envolvendo a totalidade do 6rgao e, nesses casos, as fezes podem apresentar aspecto

sanguinolento.

Microscopicamente, os efeitos do virus produzem, principalmente, alteragao na
arquitetura folicular normal, em conseqiiéncia da degeneracdo e necrose dos linfocitos
na regido medular dos foliculos (CHEVILLE, 1967). Quando a ave ¢ infectada por virus
suficientemente virulentos, ¢ possivel observar necrose de linfocitos bursais associada a
cariorrexia e picnose de 24 — 36 horas pos-infec¢do. Observa-se também, proliferagao
de macréfagos, infiltrado heterofilico e células do plasma. A destruigcdo linfocitaria ¢
seguida de edema interfolicular e pode ocorrer hemorragia (POPE, 1996). Os linfocitos
sdo substituidos por heterofilos, restos celulares necroticos e células reticulo-endoteliais
hiperplasicas; apods trés ou quatro dias da infeccdo, todos os foliculos linfoides da BF
estdo afetados, e o aumento de peso do 6rgdo deve-se a hiperemia, ao edema e a
infiltracdo heterofilica (CHEVILLE, 1967). A medida que a inflamacio regride,
comegam a se formar cavidades cisticas na regido medular folicular, sinais de necrose e
de fagocitose de células inflamatorias e fibroplasia do tecido conjuntivo interfolicular
(POPE, 1996). Observa-se, também, proliferacdo do epitélio bursal, produzindo uma
estrutura glandular de células cilindricas contendo globulos de mucina (CHEVILLE,

1967).

2.2 Anemia Infecciosa das Galinhas

A anemia infecciosa das galinhas (AIG) foi primeiramente reconhecida por
Yuasa e colaboradores em 1979. A doenga ¢ caracterizada por anemia aplastica e
generalizada atrofia linfoide, levando a um quadro de imunodepressdo e freqiientes
complicacdes por agentes secundarios. Desde o seu primeiro isolamento no Japao, o
virus tem sido encontrado em praticamente todos os paises de producdo avicola. A AIG

¢ causada por um virus da familia Circoviridae e do género Gyrovirus. E um virus nio
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envelopado, de morfologia icosaédrica com um diametro aproximado de 25 — 26,5 nm e
foi identificado apenas em galinhas e codornas (SCHAT, 2003).

O virus da AIG tem efeitos deletérios na medula d6ssea das aves, agindo
principalmente em hemocitoblastos, dos quais derivam as séries eritréide e mieloide

(ADAIR, 2000).

No tecido linféide, o virus da AIG parece ter como alvo as células progenitoras
de linfécitos T no timo. No entanto, as células B e seus precursores nao sao suscetiveis a
infec¢do, ndo havendo redugdo substancial no niimero destas, quando comparado ao
efeito deletério observado nas células T (ADAIR, 2000). Schat (2003) afirma que, ao
contrario do timo, ocasionalmente encontra-se necrose de BF, baco e outros focos

linféides teciduais antes dos 10 -12 dias pds-inoculacao.

No timo, os linfocitos corticais estdo entre as primeiras células a serem
destruidas, nao se observando altera¢des nos demais leucdcitos e nas células do estroma.
Isto sugere a infeccdo seletiva do virus por células T imaturas, pois sdo elas os

principais timécitos encontrados na zona cortical do 6rgao (ADAIR, 2000).

A AIG possui um periodo de incubacdo de 10 a 21 dias, dependendo da carga
viral e da dose infectante. A mortalidade pode variar de dois a 20% e a morbidade pode
alcangar 100%. Aves infectadas nos primeiros dias de idade apresentam a doenga
clinica, entretanto aves infectadas com mais de duas a trés semanas ndo apresentam
sinais clinicos ou lesdes. A transmissdo vertical possui um papel importante para o
desenvolvimento da doencga clinica, assim como a imunidade materna tem importante
acdo preventiva para aves de um dia de idade alojadas em ambientes contaminados e

que sao desafiadas, infectando-se horizontalmente (BRENTANO, 2000).

Dentre as lesdes macroscopicas causadas pela acdo do virus da AIG cita-se (1) a
atrofia de timo — podendo chegar a auséncia do 6rgdo e muitas vezes os lobulos
remanescentes apresentam coloragdo vermelha escuro; (2) a deposicao de tecido
adiposo na medula dssea, esta assumindo coloragdo palida (variando do amarelado ao
rosado); (3) atrofia de bago (SCHAT, 2003) e, em casos mais severos, ¢ possivel

observar, (4) hemorragias musculares, ¢ (5) hemorragias no pro-ventriculo e tecido
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subcutaneo. Estas hemorragias subcutaneas podem estar associadas a infec¢do por

reovirus — blue wing disease (BRENTANO, 2000).

Histopatologicamente na medula 6ssea se observa pancitopenia (BARNES,
1996). As células hematopoiéticas sdo substituidas por tecido adiposo ou pela
proliferagdo do estroma. Areas de regeneragdo podem ser observadas de 16 a 18 dias
apos a infeccdo experimental, assim como hiperplasia de medula dssea também pode se

fazer presente de 24 a 42 dias pods-infec¢do — em aves em recuperagdo (SCHAT, 2003).

No timo observa-se severa deplecao dos linfécitos corticais (SCHAT, 2003), que
¢ inicialmente mais intensa na por¢do mais externa do cortex timico (POPE, 1996).
Pode ocorrer a perda da arquitetura zonal normal do o6rgdo, apresentando-se de
coloracdo menos intensa de dificil distingdo entre a regido cortical e a medular

(RANDALL & REECE, 1996).

As lesdes na BF podem estar presentes, consistindo de leve a severa atrofia dos
foliculos linfoides, com ocasionais pequenos focos necroticos (SCHAT, 2003) por
redu¢do do nimero dos linfocitos foliculares (POPE, 1996). Ocorre a perda linfocitaria
tanto na zona cortical quanto na medular, sendo que esta perda ndo ¢ acompanhada de
reacdo inflamatoéria. Os achados de BF ndo sdo especificos (RANDALL & REECE,
1996).

Encontra-se ainda, deplecao dos linfocitos esplénicos e dos agregados linfoides

do figado, rins, pro-ventriculo, pulmdes, duodeno e tonsilas cecais (SCHAT, 2003).

2.3 Aflatoxicose

A aflatoxicose ¢ uma doenca causada pela ingestdo de aflatoxinas, as quais
constituem um grupo de metabolitos altamente tdxicos e carcinogénicos, produzidos
principalmente pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. O grupo das
aflatoxinas compreende as toxinas Bj, By, Gi, e G2, das quais a B; ¢ a predominante e

também a mais toxica (HOERR, 1991).
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O mecanismo de acdo das micotoxinas na célula animal ocorre, na maioria das
vezes, através de alteracdes dos processos metabolicos basicos (como no metabolismo
de carboidratos, lipidios e esteroides) e de alteragcdes da fun¢do mitocondrial, da sintese
protéica e de acidos nucléicos, constituindo-se estes ultimos nos principais sitios de
acdo das aflatoxinas. Todos esses efeitos primarios, somados a acdo direta sobre
enzimas, proteinas ou coenzimas, determinam efeitos secundarios que alteram a
regulacdo da atividade metabolica da célula afetada (KIESSLING, 1986). Clifford e
Rees (1966) demonstraram que apos uma hora da ingestdo da aflatoxina, ja ha inibi¢ao
da sintese protéica devido a uma marcante inibicdo da sintese de RNA-polimerase.
Esses autores sugerem a seguinte seqiiéncia de eventos no curso das aflatoxicoses: a
toxina entra no nucleo da célula hepatica, une-se ao DNA e deste modo inibe a sintese
de RNA-polimerase ¢ reduz a sintese de RNA-mensageiro. A inibi¢do do RNA-

mensageiro reflete-se, 15 minutos ap6s, na diminui¢do da sintese protéica.

Cruz (1995) refere-se as alteragdes provocadas pelas aflatoxinas de acordo com
o sistema organico afetado. No sistema gastrointestinal, podem ser observadas
alteracdes como diarréia e hemorragia intestinal, atrofia de vilosidades, necrose e
fibrose. No sistema cutaneo observa-se ictericia, conseqiiente a desordem hepatica. No
sistema imune ¢ observada reducdo da atividade imunologica, seja pela diminuicdo da
atividade do complemento e da concentragao de imunoglobulinas, e pelo decréscimo da
atividade fagocitéria e linfocitaria, além do efeito imunodepressor sobre o timo, BF e
bago. No sistema cardiovascular, a aflatoxicose leva a fragilidade vascular com
conseqliente ocorréncia de hemorragias nos mais diversos Orgdos. No sistema

reprodutor, podem ser observadas alteragdes como embriotoxidez e teratogenia.

Patterson (1983) afirma que a aflatoxina induz a formagao de tumores hepaticos
em todas as espécies animais, porém naquelas com vida produtiva curta, como € o caso
do frango de corte na avicultura industrial, ndo ha tempo suficiente para o

desenvolvimento de tais alteragdes.

A exposicdo a aflatoxina pode ser aguda ou cronica, dependendo da dose e do

periodo de exposicao a toxina (LAZZARI, 1993).
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A aflatoxicose aguda ¢ caracterizada por desordem hepatica, sendo manifestada
pelos sinais clinicos de prostragdo, anorexia, ictericia e, dependendo da dose ingerida,
alta mortalidade (LEESON et al., 1995). Microscopicamente, Hoerr (1996) descreve a
aflatoxicose hepatica aguda como sendo responsavel pela degeneracdo gordurosa,
necrose, aumento do nucleo dos hepatocitos com marginalizagdo da cromatina e

nucléolo proeminente; observa-se também rapida proliferagao dos ductos biliares.

A aflatoxicose cronica ndo ¢ facilmente reconhecida, pois prejudica a
produtividade do lote (LEESON et al, 1995). Sinais clinicos como depressdo, perda de
apetite, olhos fechados, penas arrepiadas, paralisia e diarréia sdo observadas em frangos
de corte. A aflatoxicose cronica caracteriza-se microscopicamente pela degeneracdo dos
hepatécitos com a presenca de figuras de mitose, a qual pode estar circundada por

ductos biliares proliferados e tecido fibroso (HOERR, 1996).

Doerr et al (1983) verificaram que as maiores perdas econdmicas ocorrem
quando frangos sdo expostos a intoxicacao cronica por aflatoxina. Demonstraram, ainda,
que ¢ dificil estabelecer um nivel “seguro” de contaminagao do alimento para que nao
ocorram efeitos adversos no desempenho das aves, ja que a toxicidade da aflatoxina

varia com fatores estressantes presentes no meio ambiente.

Aumentando-se gradualmente a dose de aflatoxina (0,625; 1,250; 2,50; 5,00 e
10,00 ppm) incorporada ao alimento das aves, verifica-se um aumento no tamanho do
figado, bago e do pancreas, ao passo que ocorre uma diminuicdo no peso da BF
(SMITH & HAMILTON, 1970), do timo (THAXTON et al, 1974) e do bago (POPE,
1996).

A aflatoxicose ¢ fortemente associada com o aumento da susceptibilidade a
doengas infecciosas. Em galinhas, a aflatoxicose aumenta a susceptibilidade e/ou a
severidade da coccidiose cecal, da doenca de Marek, da salmonelose, da hepatite por
corpusculo de inclusdao e da DIB. Falhas vacinais também podem estar ligadas a

intoxicacao por aflatoxinas (HOERR, 2003).

Em acordo com o descrito, cita-se a Doenca Infecciosa Bursal, a Aflatoxicose e

a Anemia Infecciosa das Galinhas como as principais patologias imunodepressoras que
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acometem a bolsa de Fabricius de aves. A avaliagao subjetiva tradicional da deplecao
linfocitaria ndo fornece um dado reprodutivel e constante, motivo pelo qual optou-se
pela avaliacao desta deplecdo por meio da utilizacdo de andlise digital de imagem e de

redes neurais artificiais.

2.4 Redes Neurais Artificiais (RNA)

Os modelos neurais procuram aproximar o processamento dos computadores ao

do neurdnio humano. As redes neurais possuem um grau de interconexdo similar a

o~

estrutura do neurénio ¢ em um computador convencional moderno a informagao
transferida em tempos especificos dentro de um relacionamento com um sinal para
sincronizag¢do. Sao capazes de lidar com tarefas complicadas, de forma dinamica, sem
que tenham que desenvolver um modelo matematico € nem um modelo do ambiente em
que operam. A rede, diferentemente dos sistemas convencionais aprende, executa
operacdes nao logicas, descobre as relacdes ou regras dos dados e exemplos e testa

todas as possibilidades em paralelo (TATIBANA & KAETSU, 2004).

A rede neural artificial ¢ um sistema de "neurdnios" ligados por conexdes
sinapticas, dividida em "neurdnios" de entrada — que recebem estimulos do meio
externo, "neurdnios" internos ou ocultos e "neurdnios" de saida — que se comunicam
com o exterior. Os "neurdnios" internos sdo de suma importancia na rede neural, pois se
provou que sem estes se torna impossivel a resolu¢do de problemas linearmente nao
separdveis. Em outras palavras, pode-se dizer que uma rede ¢ composta por varias
unidades de processamento, cujo funcionamento ¢ bastante simples. Essas unidades,
geralmente sdo conectadas por canais de comunicacdo que estdo associados a
determinado peso. As unidades fazem operacdes apenas sobre seus dados locais, que
sdo entradas recebidas pelas suas conexdes. O comportamento inteligente de uma Rede
Neural Artificial vem das interagdes entre as unidades de processamento da rede. Estes
fenomenos variaveis sdo conhecidos como causalmente dependentes, mas cuja

dependéncia estd além de uma simples relagdo linear ou nao linear (KOVAC’S, 1996).

A rede neural passa por um processo de treinamento a partir dos casos reais
conhecidos. Sendo assim, a rede neural é capaz de extrair regras basicas a partir de

dados reais. Arquiteturas neurais sdo tipicamente organizadas em camadas com
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unidades que podem estar conectadas as unidades da camada posterior. A medida que o
aprendizado ocorre, o erro entre a saida da rede e a saida desejada diminui. Usualmente,
as camadas sdo classificadas em trés grupos: Camada de Entrada; onde os padrdes sao
apresentados a rede; Camadas Intermedidrias ou Ocultas; onde ¢ feita a maior parte do
processamento, através das conexdes ponderadas; podem ser consideradas como
extratoras de caracteristicas; Camada de Saida: onde o resultado final é concluido e

apresentado (FORSSTRORM & DALTON, 1995).

A rede neural baseia-se nos dados disponiveis para extrair um modelo geral.
Portanto, a fase de aprendizado deve ser rigorosa e verdadeira, a fim de evitarem-se
modelos falsos. Todo o conhecimento de uma rede neural estd armazenado nas sinapses,
ou seja, nos pesos atribuidos as conexdes entre os "neurdnios". De 50 a 90% do total de
dados deve ser separado para o treinamento da rede neural, dados estes escolhidos
aleatoriamente, a fim de que a rede "aprenda" as regras e nao "decore" exemplos. O
restante dos dados so ¢ apresentado a rede neural na fase de testes, a fim de que ela
possa "deduzir" corretamente o inter-relacionamento entre os dados (TATIBANA &

KAETSU, 2004).

As RNAs tém sido largamente utilizadas em diversos setores da industria,
agricultura, economia, entre outros. Na industria avicola ndo ¢ diferente, pois a sua
utilizagdo ¢ necessdria para auxiliara na tomada de decisdes e estabelecimento de

predicdes confidveis.

Salle et al (2003) utilizaram dados de produgdo de 22 lotes de matrizes no
periodo de abril de 1998 a dezembro de 1999. Com estes dados alimentou-se o
programa de RNA NEUROSHELL 2% ¢ estabeleceram-se modelos matematicos, sendo
os melhores selecionados (alto coeficiente de determinagdo e um baixo quadrado médio
do erro). Os autores concluiram que ¢ possivel explicar as variaveis produtivas de aves

de produgdo através da utilizacdo das RNAs.

Outro trabalho que chega as mesmas conclusdes ¢ o feito por Salle et al (2004),
em que se utilizaram dados de producdo de 1516 criadores com lotes alojados em 2001
e 889 criadores com lotes alojados em 2002. Para constru¢do das redes utilizou-se o

programa NEUROSHELL PREDICTOR® e para o seu treinamento foram utilizados
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dados de 1000 criadores do banco de dados do alojamento de 2001 e os restantes (516
criadores) ficaram para a validagdo da rede. Todos os 889 dados dos criadores serviram
para validagcdo das redes. Foram gerados 20 modelos, tendo estes um coeficiente de
determinagdo multipla entre 0,964697 e 0,999951; e um quadrado médio do erro
proximo a um. Os resultados da pesquisa provam nao haver diferenca significativa
entre as médias dos valores preditos e a média dos valores reais. Sendo assim, os
autores afirmam que (1) as RNAs sdo capazes de explicar os fendomenos envolvidos na
produgdo industrial de frangos de corte; (2) a técnica oferece critérios objetivos, gerados
cientificamente, que embasardo a tomada de decisdes dos responsaveis pela produgdo
industrial destes animais e (3) permite a realizacdo de simulagdes e medir a contribui¢ao

de cada variavel no fendmeno em estudo.

Roush et al (1997) utilizaram as RNAs para a predi¢do de ascite em frangos de
corte, através da avaliacdo de parametros minimamente invasivos (nivel de oxigénio
sangiiineo, peso corporal, eletrocardiograma, hematocrito e indice de dilatacao cardiaca).

A RNA foi capaz de diagnosticar 97% das aves que desenvolveram ascite.

As RNAs foram também empregadas para explicar a produgdo de frango de
corte (REALI, 2004), os fatores de manejo do incubatorio (SALLE, 2005), os pontos
criticos nas linhas de abate nos frigorificos (PINTO, 2006) e no auxilio ao diagndstico e

determinag@o de patogeniciade de Escherichia coli (SOUZA, 2006; ROCHA, 2006).

E importante salientar que a utilizacio de RNAs ndo possui limites definidos.
Quanto maior ¢ a pesquisa na busca de explicagdes para os fendmenos ndo lineares,
maior serd a utilizacdo das redes para a compreensao destes eventos. Isso faz com que o

volume de material publicado seja muito volumoso.
Visto que este trabalho utiliza as RNAs apenas como ferramenta classificatoria,
a lista de artigos e outros trabalhos aqui citados sdo apenas uma diminuta amostragem

do que ¢ divulgado na area cientifica sobre as RNAs.

2.5 Analise de Imagem (Al)
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Nas areas biologica e biomédica, muitas avaliagdes sdo realizadas de forma
subjetiva, baseadas na experiéncia do técnico que as realiza. Por esta dificuldade de
julgamento ¢ que se tem buscado cada vez mais a utilizacdo de técnicas que visem a
diminuir o erro, dando um carater mais objetivo a avaliagdo, aumentando o valor e a
certeza diagndstica e prognostica, além de permitir a ideal reprodutibilidade dos testes.
A Al ¢ a tecnologia que vem suprindo parte desta necessidade e ganhando cada vez
mais credibilidade e aceitagdo de seu uso, que por vezes ¢ bastante limitado, tornando

indispensavel a presenca do profissional capacitado na area em que a Al serd aplicada.

Inumeros trabalhos sao publicados utilizando o processamento digital de
imagens para fins de pesquisa e diagnostico. Pesquisadores cubanos avaliaram a
espessura do estrato corneo, da epiderme e a fragdo de area ocupada por coldgeno apds a
utilizagdo de diferentes concentracdes de acido glicdlico, aplicadas sobre a pele de
mulheres entre 40 e 60 anos de idade. Foi utilizado um programa cubano de

processamento de imagem chamado DIGIPAT® (CORO-ANTICH et al, 2000).

O processamento de imagem também vem sendo utilizado como auxiliar na
avaliacdo radioldgica de pacientes, tendo dois tipos basicos de aplicagdes. Um ¢ o
auxilio a deteccao de lesdes, a partir da localizacdo de padrdes anormais através da
varredura da imagem pelo computador (por exemplo, agrupamentos de
microcalcificacdes em imagens mamograficas ou ndédulos pulmonares em imagens de
torax). O outro € o auxilio ao diagnoéstico, através da quantificagdo de caracteristicas da
imagem e sua classificagdo como correspondendo a padrdes normais ou anormais. Por
exemplo, a associacdo da quantidade e forma das microcalcificagdes presentes em um
agrupamento com a malignidade ou n3o do tumor, ou a associa¢do da textura dos

pulmdes com lesdes intersticiais em imagens de torax (AZEVEDO-MARQUES, 2001).

Rosito (2002) utilizou a andlise digital de imagem para a caracterizacdo de
nucleos celulares no adenocarcinoma de reto. O pesquisador utilizou amostras de 51
casos de adenocarcinoma e 22 casos controle. Dos casos positivos foram obtidas
aproximadamente 70 imagens de nucleos por amostra e dos casos negativos
aproximadamente 107 imagens por amostra. As imagens dos nucleos foram
segmentadas e suas caracteristicas foram avaliadas (4rea, densidade Optica total,

dimensao, aspecto, condensacdo da cromatina, granularidade, circularidade, densidade
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maxima e heterogeneidade), foram obtidas as assinaturas digitas das imagens e as
mesmas comparadas com o grupo controle. O autor conclui que foi possivel a
caracterizacdo de nucleos do adenocarcinoma de reto ¢ a obtencdo de assinaturas

digitais do grupo cancer.

Outro trabalho que teve como objetivo a utilizagcdo do processamento de imagem
para avaliagdo histopatologica foi o realizado por Novelli et al (1997), onde foram
realizadas 28 anastomoses colocdlicas em cdes através de duas técnicas distintas.
Realizou-se biopsia do local da cirurgia 33 dias apos a realizacdo da mesma, os cortes
foram corados com HE e analisados através do software DIRACOM3®. Cada corte
histologico obtido das duas formas de anastomose passou por esse software, com a
digitalizacdo da imagem microscdpica das estruturas basicas que compdem os tecidos,
identificadas como liquidos intersticiais, cadeias protéicas organizadas em fibras
colagenas e musculares, vasos e estruturas nucleares de células. As estruturas celulares
foram identificadas através da morfologia nuclear e os linfocitos mononucleares foram
agrupados para serem utilizados como indicadores representativos da atividade
proliferativa. Estabelecidas as tabelas de padrdes dessas estruturas, passou-se a
quantifica-las em aumentos de 100 e 400 vezes, para precisar os aspectos quantitativos e
qualitativos e suas respectivas relacdes percentuais. Deve-se enfatizar que todas as
estruturas observadas nas imagens puderam ser quantificadas, sendo expressas em
valores percentuais. Esses resultados foram comparados com os obtidos pelos métodos
classicos de semiquantificacdo subjetiva feita por dois patologistas que,
independentemente, examinaram os mesmos cortes histologicos e classificaram as
estruturas observadas por intermédio de uma gradacdao de valores correspondentes as
alteracdes ausentes, leves, moderadas e intensas. Os pesquisadores puderam concluir
que o método de andlise de variaveis histométricas por processamento de imagens
computacional mostrou-se eficiente e poderoso na quantificacdo das principais varidveis

teciduais envolvidas em processos inflamatorios e reparativos.

Park et al (1998) utilizaram Al associada a RNA para o reconhecimento e
classificagdo de carcagas. Foram utilizadas diferentes categorias de carcagas condenadas
(com septicemia, com traumatismos, com tumores, com aerossaculite, ascite e leucose),
91 carcacgas foram testadas (70 com lesdo e 21 sadias), obtendo-se as caracteristicas das

imagens (intensidade de reflectancia), as quais foram significativamente diferentes entre
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as categorias de carcacas. As RNA foram treinadas e obtiveram niveis de acertos

classificatdrios iguais ou maiores a 90%.

Chao et al (2002) testaram a inspegdo através de visdo mecanica na linha de
abate. Assim como no trabalho citado anteriormente, os pesquisadores utilizaram a
caracterizagdo espectral das carcacas. Cerca de 1.400 carcacas foram utilizadas para a
construcdo do modelo de classificagdao, 700 amostras sadias ¢ 700 com alteragdes de
aspecto. Para o teste na linha de abate foram utilizadas 12.432 amostras sadias e 759
amostras com alteragdes de aspecto. Com os dados obtidos RNAs foram treinadas para
a classificagdo das carcagas em um ou em outro grupo. Os pesquisadores chegaram a
resultados de 95% de classificagdo para as carcagas sadias e de 80% para as que

possuiam alteragdes de aspecto.

A espectroscopia foi utilizada por Dey et al (2003) para a detecgdo de septicemia
em galinhas, a partir do estudo dos figados das aves. Foram avaliadas 300 amostras de
figado (150 sadios e 150 condenados por septoxemia). As amostras foram avaliadas
quanto ao aspecto macroscopico, isolamento bacteriano, exame histopatologico e
obtiveram-se os valores de media espectral. RNAs foram treinadas e 96% das amostras

foram corretamente classificadas nas categorias sadia ou septoxémica.

Yang et al (2005) desenvolveram um algoritmo de processamento de imagem
para a diferenciagdo de carcacas sadias e condenadas. Os pesquisadores estudaram 175
carcagas sadias, 170 condenadas por septicemia e 70 com lesdes caracterizadas como
processo inflamatério (oriundo de onfalite). Foram estabelecidas regides de interesse
(somente na regido ventral e entre as pernas) e seus valores espectrais obtidos. Com os
dados foram treinadas RNAs, que classificaram corretamente 89,6% das amostras sadias,
92,3% das amostras com processo inflamatorio e 94,4% das que apresentavam

septicemia.

Em semelhanga aos trabalhos supracitados, pode-se listar ainda o trabalho de
Qiao et al (2007), que estudaram a predi¢ao das propriedades mecénicas dos nuggets de
frango fritos, através da analise de imagem e RNA, o trabalho de Lu et al (2000) que
utilizaram o processamento de imagem e RNAs para a avaliagdo da coloragdo de cortes

de carne suina; a pesquisa de Faucitano et al (2005) que avaliou as caracteristicas de
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marmoreio de carne suina através de analise de imagem ¢ o trabalho de Li et al (1999)
que utilizaram as caracteristicas de textura da imagem como indicador de maciez de

carne bovina.

Inimeros trabalhos sdo encontrados utilizando a andlise e o processamento de
imagem em diversas areas. No entanto, existe uma caréncia bastante evidente de artigos
na area especifica desta tese, fato este que limita a citacdo de outras pesquisas utilizando
técnicas proximas a que foi testada neste trabalho e em dareas pouco afins a esta

especialidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo diminuir a subjetividade na avaliacao de

perda linfocitaria da bolsa de Fabricius.

3.2 Objetivos Especificos

e  Gerar uma nova metodologia para a determinagdo do grau de deplegdo
linfocitaria, a qual seja plenamente reprodutivel e robusta, onde o erro

classificatdrio seja informado.

e Utilizar a andlise digital para a obtengdo das caracteristicas das imagens

dos foliculos linfoides;

e Com dados obtidos pela analise digital de imagem, treinar Redes
Neurais Artificiais para determinar os escores histopatologicos das

Bolsas de Fabricius.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras de BF

Foram utilizadas cinqiienta amostras de BF oriundas do experimento realizado
por Moraes et al (2004). Estas amostras foram obtidas intactas — sem a abertura do
orgdo — e acondicionadas individualmente em frascos contendo solu¢do tamponada de

formalina a 10%.

4.2 Preparacao dos Cortes Histoldgicos

Ap6s a fixacdo, as amostras de BF foram cortadas transversalmente na porcao de
maior circunferéncia — por¢ao equatorial — com a finalidade de obter-se a maior area de
observagdo. Os 6rgaos foram desidratados, clarificados em xileno, impregnados com
parafina, cortados com Sum de espessura e corados com hematoxilina e eosina, segundo

Luna (1968).
4.3 Avaliacdo Histopatoldgica das Laminas

As laminas foram avaliadas através do método convencional subjetivo — Optico —
quanto ao grau de deplecdo linféide do orgdo, recebendo escores de deplegdo

linfocitaria adaptados de Muskett et al (1979), conforme mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Intervalos de deplecdo linfoéide para cada escore de deplegdo linfocitaria,
através da avaliagdo Optica subjetiva.

Escores Percentual de deplegdo linfoide
Escore 1 Menos de 25% de deplecdo linfocitaria
Escore 2 Entre 25 e 50% de deplecao linfocitaria
Escore 3 Entre 50 e 75% de deplecao linfocitaria
Escore 4 Entre 75 e 90% de deplecao linfocitaria
Escore 5 Mais de 90% de deplecao linfocitaria

Todas as laminas foram avaliadas pelo autor em ordem aleatoria e repetida a

leitura por trés vezes — em dias distintos. O escore de deplecdo linfocitaria de cada BF
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foi estabelecido como a média dos escores obtidos em cada uma das avaliagdes de cada

amostra.

4.4 Obtencéo das Imagens

Foram selecionadas, ao acaso, 10 amostras de BF de cada escore de deplegao
linféide — totalizando 50 BF — para a obtencdo das imagens. As BF foram divididas em
quadrantes e trés foliculos selecionados por quadrante. Foram selecionados os foliculos
que possuiam o mesmo escore optico médio da BF e que possuissem o menor nimero
de artefatos possivel. Os quadrantes foram numerados em sentido horario (de 1 a 4) e

todos os foliculos numerados em ordem crescente (de 1 a 12), conforme a Figura 1.

Figura 1 — Imagem ilustrativa da divisao da BF em quadrantes e da numeragao

dos foliculos selecionados.

As imagens foram obtidas através de fotomicrografia digital utilizando uma
camera OLYMPUS® C-7070 acoplada a um microscépio trinocular OLYMPUS® CX40,
sendo sacadas com uma magnificacdo de 200X e com uma defini¢do de 3072x2304

(Figura 2).
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Figura 2 — Imagem de um foliculo linféide selecionado (H&E, 200X)
4.5 Anélise das Imagens

O programa utilizado para o processamento e¢ a analise das imagens foi o

MATLAB® 6.5-MATHWORKS.
4.5.1 Obtengao dos Valores do Numero de Pixels/Escala de Cinza das Imagens

Os valores do numero de pixels / escala de cinza foram obtidos de acordo com a

seqiiéncia que segue:

1. As imagens foram convertidas para a escala de 256 tons de cinza (Figura 3);

2. A é4rea folicular foi selecionada, imediatamente adjacente ao tecido
conjuntivo interfolicular (Figura 4);
As imagens foram segmentadas (Figura 5);

4. Os histogramas (nimero de pixels / escala de cinza) das imagens foram
obtidos (Figura 6);

5. Os valores dos histogramas foram exportados para uma tabela de Micfrosoft

—Excel para o calculo dos seus elementos.
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Figura 5 — Segmentagdo da imagem (200X)
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Figura 6 — Histograma da imagem (pixels / escala de cinza), onde 0 representa o preto

absoluto e 256 o branco absoluto.

4.5.2 Obtengado dos Valores dos Elementos Observados no Histograma

Os calculos dos elementos observados nos histogramas estdo descritos nos itens

abaixo e representados esquematicamente na Figura 7.
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4.5.2.1 Obtengio do Indice Maior (IM)

O Indice Maior é o ponto da escala de cinza que abriga o maior niimero de pixels.

O Indice Maior é medido no eixo X.

4.5.2.2. Obtencao do Ponto Maior (PM)

O Ponto Maior ¢ o valor maximo de pixels presente em um gradiente de cinza.

Ou seja, € o ponto medido no eixo Y correspondente ao Indice Maior.

4.5.2.3 Célculo da Area Esquerda (AE)

A area esquerda € o percentual de area do grafico a esquerda do IM. A AE ¢

calculada de acordo com a férmula que segue:

> pixels de 0 a IM-1 X 100

Total de pixels

4.5.2.4 Célculo da Area Direita (AD)

A Area Direita é o percentual de area do grafico a direita do IM. A AD é

calculada de acordo com a férmula que segue:

> pixels de IM+1 a 256 X 100

Total de pixels

4.5.2.5 Célculo da Area Ponto (AP)

A Area Ponto ¢ o pequeno percentual de area que o IM ocupa dentro do

histograma. A AP ¢ calculada de acordo com a formula que segue:

PM X 100

Total de pixels
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Figura 7 — Representacdo esquemadtica dos elementos avaliados nos histogramas de

imagem.

4.6 Analise Estatistica

As variaveis foram analisadas através do teste da ANOVA, para a classificagdo
em cinco e trés escores, ¢ do Teste T-Student foi utilizado para a analise da classifica¢ao

em dois escores apenas.
4.6.1 Analise Estatistica dos Caracteres do Histograma para os Cinco Escores

Os valores obtidos dos itens dos histogramas (IM, PM, AE, AD e AP) foram
analisados individualmente para os cinco escores de deplecdo linfocitéria, estes obtidos
através da andlise convencional.
4.6.2 Analise Estatistica dos Caracteres do Histograma para os Trés Escores

Foram formados trés escores de lesdo através do agrupamento dos escores 1 e 2,

formando o escore la, e dos escores 4 ¢ 5 para formar o escore 5a. O escore 3

permaneceu inalterado, contudo foi renomeado para 3a.
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4.6.3 Analise Estatistica dos Caracteres do Histograma para os Dois Escores

Foram criadas apenas duas categorias, a 1b formada pelo agrupamento dos

escores 1 € 2, e a 5b, formada através da fusdo dos escores 3, 4 ¢ 5.

4.7 Redes Neurais Artificiais (RNA)

Com os valores obtidos dos itens observados nos histogramas, foram treinadas
RNAs para o reconhecimento e classificagdo dos foliculos em diferentes escores
digitais de deplecdo linfocitaria (NEUROSHELL® CLASSIFIER). Os itens do
histograma (IM, PM, AE, AD e AP) foram utilizados como varidveis de entrada e os

escores opticos de deplecdo linfocitaria como varidveis de saida.

4.7.1 Redes Neurais Artificiais com Cinco Escores de Classificagao

Como variaveis de entrada utilizaram-se os itens dos histogramas e como saida,

os cinco escores Opticos de classificagdo de deplecao linfocitaria.
4.7.2 Redes Neurais Artificiais com Trés Escores de Classificagao

Foram agrupados os valores de saida em trés escores. Os escores 1 ¢ 2 foram
fundidos para formar o escore la, as categorias 4 ¢ 5 para formar o escore 5a € o escore
3 permaneceu inalterado, no entanto foi chamado de 3a.
4.7.3 Redes Neurais Artificiais com Dois Escores de Classificacao

Foram criadas apenas duas categorias como variaveis de saida. Estas categorias

tiveram origem com a unido dos escores 1 e 2 para formar o escore 1b, e a fusdo dos

escores 3, 4 e 5 para formar o escore 5b.
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5 RESULTADOS

5.1 Anédlise Estatistica

5.1.1 Resultado da Analise Estatistica utilizando os Cinco Escores de Lesdo

As caracteristicas da imagem foram comparadas entre cinco distintos escores

opticos de deple¢do, conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores médios das caracteristicas dos histogramas de acordo com os escores
opticos de lesdo.

Escore AE AD AP IM PM
1 42,397271° 55260504  2,3839248%  163,24074°  43296,278"
2 53,520996"  43,706608"  2,9293102°  170,68333°  51913,883"
3 56,740209°  40,512027°  2,7592750¢  178,15000°  29835,242°
4 60,016713™  36,535778%  2,5365956*  190,25000°  18737,917¢
5 60,301481°  35,454362°  3,1861043°  183,97500°  34043,733¢
p<0,0001

Letras distintas na coluna indicam diferenga significativa.
AE — area esquerda; AD — area direita; AP — area ponto; IM — indice maior e PM - ponto maior.

Para 4rea esquerda houve diferenca entre os escores 1, 2 e 5, ndo havendo entre
2,3 e4ecentre 4 e 5. A area direita mostrou diferenga entre 1, 2 ¢ 3, ndo havendo entre
4 ¢ 5. Para area ponto ndo houve diferenca entre os escores 1 ¢ 4, ¢ 2 ¢ 5. O escore 3
também nao se diferenciou das categorias 2 e 4. Nao foram observadas diferengas entre
os escores 4 e 5 para o indice maior, no entanto foi encontrada para todos os outros (1, 2

e 3). O ponto maior mostrou diferenca significativa para todos os escores.

5.1 2 Resultado da Analise Estatistica utilizando Trés Escores de Lesdo

A Tabela 3 mostra a andlise para o agrupamento em trés escores, conforme

descrito anteriormente.
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Tabela 3 — Valores médios das caracteristicas dos histogramas para a utilizagao de trés
escores Opticos de lesdo.
Escore AE AD AP IM PM

la  46,370030°  51,134112°  2,5787053"  165,89881°  46373,994°

3a 56,740209°  40,512027°  2,7592750°  178,15000°  32652,295"

54 60,275593°  36,437468°  3,1270580°  184,54545°  29835,242"
p<0,0001

Letras distintas na coluna indicam diferenca significativa.
AE — area esquerda; AD — area direita; AP — 4rea ponto; IM — indice maior e PM - ponto maior.

Para AE, AD e IM, houve diferenca significativa para as trés categorias de lesdo.
No entanto, para area ponto ndo existiu diferenca entre os escores la e 3a, estes se
diferenciando de 5a. Para PM nao existiu diferenca entre os escores 3a e 5a, ambos se

diferenciando do escore 1a.
5.1.3 Resultado da Analise Estatistica utilizando apenas Dois Escores de Lesdo

O resultado da classificagdo utilizando apenas dois escores mostrou diferenca
significativa entre todos os escores para todas as caracteristicas da imagem, conforme

ilustra a Tabela 4.

Tabela 4 — Valores médios das caracteristicas dos histogramas para a utilizacdo de dois
escores opticos de lesdo.

Escore AE AD AP IM PM
1b 46,3700° 51,1341° 2,57871° 165,899° 46374,0°
5b 58,5921° 38,3777 2,95192° 181,500 31310,8"
p<0,0001

Letras distintas na coluna indicam diferenca significativa.
AE — area esquerda; AD — area direita; AP — 4rea ponto; IM — indice maior e PM - ponto maior.

5.2 Redes Neurais Artificiais

5.2.1 Resultados das Redes Neurais Artificiais utilizando Cinco Escores Classificatorios

Os resultados da classificagdo dos foliculos utilizando-se cinco escores

classificatorios estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5 — Relacao entre a classificagdo dos foliculos utilizando cinco categorias de
Escore Digital e os Escores Optico.

EOl EO2 EO3 EO4 EOS5 Total
EDI1 97 26 19 1 3 146
ED2 9 67 5 0 4 85
ED3 1 10 53 20 34 118
ED4 0 0 11 84 17 112
EDS5 1 17 32 15 62 127
Total 108* 120 120 120 120 588

Sensibilidade(%) 89,81 55,83 44,17 70,00 51,67
Especificidade(%) 89,79 96,17 86,11 94,02 88,11

EO — escore Optico e ED — escore digital.
* Houve a exclusdo de 12 amostras devido a presenga de artefatos que impediram a obtenc¢do de imagens
adequadas.

A priori observa-se uma especificidade alta para todas as categorias de escores —

variando de 86, 11 a 96,17%. No entanto, uma alta sensibilidade ¢ observada apenas nos

escores 1 e 4, 89,81% e 70,0% respectivamente.

Para o escore 1 a sensibilidade e a especificidade sdao altas, classificando
corretamente 97 foliculos. Foram classificados equivocadamente 11 foliculos, sendo

nove alocados no ED2 e os restantes nos ED3 e EDS5.

Na categoria 2 o programa classifica corretamente 67 foliculos (55,83%);
contudo, 26 amostras sao classificadas como ED1 (21,6%), outras 17 como EDS5

(14,16%) e as 10 amostras restantes classificadas como ED3 (8,33%).

O MATLAB® classifica 53 foliculos corretamente como pertencentes ao ED3
(44,17%), distribuindo 19 foliculos para o ED1 (15,83%), cinco foliculos para ED2
(4,16%), 11 para o ED4 (9,16%) e 32 para o ED5 (26,66%).

A maioria das amostras do escore 4 ¢ classificada de forma adequada (70,0%).
Entretanto, o restante dos foliculos sdo distribuidos, quase de forma equivalente entre os

ED3 (16,66%) e ED5 (12,5%).
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O escore cinco classifica a maioria corretamente (51,66%). Os demais foliculos
sdo distribuidos entre os ED1 (2,5%), ED2 (3,33%), ED3 (28,33%) e 0 ED4 (14,16%).

5.2.2 Resultados das Redes Neurais Artificiais utilizando Trés Escores Classificatorios

A Tabela 6 mostra os resultados das RNAs utilizando como saida apenas trés

escores classificatorios.

Tabela 6 — Relagdo entre a classificacdo dos foliculos utilizando trés categorias de
Escore Digital e os Escores Optico.

EOI1 EO3 EOS Total
EDla 181 14 15 210
ED3a 29 75 68 172
ED5a 18 31 157 206
Total 228 120 240 588
Sensibilidade(%) 79,39 62,50 65,42
Especificidade(%) 91,94 79,27 85,92

EO — escore Optico e ED — escore digital.

Os resultados de especificidade sdo altos apenas para o escore 1 (91,94%) e para
o escore 5 (85,92%). A RNA classificou corretamente 79,39% das amostras do escore 1,

categorizando 29 foliculos como ED3a (12,72%) e os 18 restantes como ED5a (7,89%).

Para o escore 3 a RNA classificou satisfatoriamente 75 foliculos (62,5%),

categorizando 14 foliculos como ED1a (11,66%) e 31 como ED5a (25,83%).

No escore 5 a grande maioria dos foliculos foi adequadamente classificada

(65,42%), os demais foram distribuidos entre 0 ED1a (6,25%) ¢ ED3a (28,33%).

5.2.3 Resultados das Redes Neurais Artificiais utilizando Dois Escores Classificatorios

As RNAs utilizadas para a classificagdo dos foliculos em apenas dois escores de

lesdo comportaram-se conforme o descrito na Tabela 7.
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Tabela 7 - Relagdo entre a classificacdo dos foliculos utilizando duas categorias de

Escore Digital e os Escores Optico.

EOI1 EOS5 Total

EDI1b 211 35 246

ED5b 17 325 342

Total 228 360 588
Sensibilidade(%) 92,54 90,28
Especificidade(%) 90,28 92,54

EO — escore Optico e ED — escore digital.

Com classificagdo em apenas dois escores obtiveram-se sensibilidades e

especificidades acima de 90% para as duas categorias. A RNA categorizou

adequadamente 211 foliculos no escore 1 (92,54%), sendo que as demais amostras — 17

— foram alocadas como pertencentes ao ED5b (7,46%). Comportamento semelhante foi

obtido para o escore 5, pois 325 amostras foram corretamente classificadas e apenas 35

foram categorizadas como ED1b (9,72%).
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6 DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos ¢ possivel afirmar que a andlise digital das
imagens, através do programa Matlab 6.5° ¢ da utilizagio de RNAs sdo plenamente
aplicaveis a rotina diagnoéstica laboratorial, sendo de extrema agilidade e de facil
treinamento, ndo implicando em alteracdo no processamento histoloégico de rotina das
amostras (H&E). Estes fatores viabilizam o emprego da avaliagdo digital da deplegado

linfocitaria, tornando os diagndsticos mais confidveis.

As RNAs foram bastante eficientes para a classificacdo das amostras nos cinco
escores de lesdo, no entanto observou-se uma zona cinzenta para classificacdo dos
escores digitais 2, 3, e 5. Este fato ¢ caracterizado pela ndo correspondéncia
classificatdria entre a avaliacdo subjetiva e a realizada pela RNA, visto que 26 amostras
de EO2 (21,6%) foram alojadas como EDI, provavelmente pelo fato das imagens
apresentarem caracteristicas semelhantes, fato semelhante ¢ observado na avalia¢do
subjetiva tradicional. O EO1 (que varia de 0 a 25% de deplecao) e o EO2 (variando de
25 a 50% de deplecdo) apresentam caracteristicas histoldgicas muito proximas,
dificultando a classificagdo subjetiva em um ou em outro escore. Uma vez que a
imagem reproduz estas similaridades, a RNA tem igual dificuldade em classificé-los,

mas com a fundamental diferenga de que na classificacdo digital o erro ¢ informado.

A dificuldade classificatoria ¢ também observada para os foliculos de EO3, pois
53 amostras sdo corretamente avaliadas e 43 distribuidas entre os ED4 e EDS. Esta area
nebulosa ¢ observada igualmente para os EOS5, que 62 amostras sdo classificadas
corretamente e outras 51 divididas entre os ED3 e ED4. De posse destes dados podemos
observar que, em semelhanga ao acontecido para a classificagdo nos ED1 e ED2, a RNA
também possui um limbo classificatorio para os trés maiores escores, visto que 0s
escores de menor grau de lesdo pouca importancia tém na distribuicdo dos foliculos
restantes. Mais uma vez a RNA reproduz a dificuldade do histopatologista pois, salvo o
extremo do EOS5 (mais de 90% de deplecdo), os demais escores — “3” e “4” — possuem
caracteristicas muito similares quanto ao grau de deplecdo (de 50 — 75% para EO3 e de
75 — 90% para o EO4), fato que aumenta a possibilidade de alteracdes da estimativa do

percentual de lesdo, ja que ¢ feita de forma empirica e pode ser influenciada por
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inimeros fatores externos ao histopatologista, ndo existindo a padronizagdao do erro,

pois este ¢ desconhecido.

A andlise estatistica convencional também mostra uma tendéncia em agrupar os
elementos da imagem em trés (para AE e AP) ou quatro escores de deplecdo linfoide

(para AD e IM).

Com a utilizagdo de RNA esta zona nebulosa se mantém, contudo o erro ganha
um carater objetivo, pois ele é informado e os passos da avaliacdo sdo reprodutiveis.
Existe assim, uma padronizacao da leitura das deplecdes observadas, permitindo que os
escores sejam obtidos de forma semelhante, independentemente da experiéncia do
histopatologista, da ordem de leitura das laminas, ou de outros fatores externos. Este
ponto de vista concorda com o dos pesquisadores Stewart-Brown e Trampel (1990), que
afirmam que a analise de imagem ¢ uma forma mais objetiva e rapida de avaliar-se a

deplecao linfoéide em BF.

As RNAs alcangaram um maior desempenho quando os foliculos foram
agrupados em trés e em dois escores. Desde a classificacdo em cinco escores, as RNAs
sinalizam no sentido de uma classificagdo em apenas dois escores, 1 e 5. Fato que
biologicamente ¢ explicado, por existirem apenas duas possibilidades, ou a ave estd
sadia ou estd doente. E este critério que a RNA nos informa, existindo uma
diferenciag¢do no grau de lesao da BF, mas principalmente se a ave ¢ sadia ou enferma.
Na avaliacdo através do método Optico convencional considera-se uma ave enferma
quando a BF ¢ classificada com escore superior a 3 (Pereira, 2002 e Moraes et al, 2005).
A andlise digital também nos fornece esta informacao, uma vez que classifica a ave em
doente ou sadia, graduando a extensdo da lesdo e ainda nos mostrando o valor do erro

classificatorio, o dado mais valioso.

Rocha (2006), estudando indices de patogenicidade (IP) de Escherichia coli
através da utilizagdo de RNAs, obteve um comportamento semelhante nas redes, uma
vez que o IP variava de 0 a 10, a autora chegou a resultados onde a sensibilidade se
mostrou muito variavel e especificidade bastante alta (acima de 95%). Um dos fatores
atribuidos a essa variabilidade da sensibilidade foi a proximidade entre as categorias do

IP, fazendo com que a rede classificasse as E. coli em categorias proximas a correta. Em



46

vista disso os IP foram agrupados em trés categorias, o que fez a RNA comportar-se de
forma mais satisfatoria.  Contudo, as amostras pertencentes a categoria de
patogenicidade intermedidria e que ndo foram corretamente classificadas a rede
distribuiu entre a Alta (40%) e a Baixa patogenicidade (60%). A RNA para a
classificagdo em IP mostra, assim como nos ED3 e ED4 de deple¢do linfoide, que os
valores intermediarios sdo classificados nas classes adjacentes a correta, o que reproduz

a dificuldade classificatoria subjetiva para as categorias intermedidrias.

A estatistica convencional mostrou uma clara diferenga entre os escores, quando
estes foram agrupados em trés e em dois blocos. Houve diferenga significativa para

praticamente todas as caracteristicas da imagem e entre os diferentes escores.

No ano de 1990, os pesquisadores Stewart-Brown e Trampel apresentaram na
39* Western Poultry Disease Conference (California — EUA), um trabalho utilizando a
analise de imagem para a quantificagdo da deplegdo linfoide em BF e timo. Aves SPF
foram vacinadas com cepa intermediaria do virus de Gumboro aos 28 dias de idade,
sendo que amostras de BF e timo foram coletadas aos 6, 14 e 21 dias pds-vacinagao.
Com 21 dias pos-vacinagao as aves foram desafiadas e novas amostras coletadas 4 ¢ 9
dias pos-desafio. Foram realizadas as pesagens das amostras de BF e de timo, sendo
determinada a relacdo entre o peso corporal e o peso de cada um dos 6rgdos. A area de
corte foi determinada por Al e trés pregas foram selecionadas ao acaso para a
determinagdo do percentual de bolsa ocupada por linfécitos. A area de cada prega
selecionada foi examinada para a avaliacdo da intensidade de cor associada com
linfocitos. O objetivo era determinar a area total e a area ocupada por linfocitos, sendo
que o estabelecimento desta relacdo determinaria o escore de deple¢do do 6rgdo. Os
resultados do estudo ndo parecem muito claros, visto que o programa de Al utilizado
ndo ¢ informado, tampouco a rotina de processamento das imagens. Também nao fica
claro se existiu diferenga significativa entre as avaliacdes histopatologicas e os valores

obtidos pela Al

Rachid et al (2000), testando a agdo apoptotica da toxina T-2, utlizaram a
avaliacdo digital através do programa Kontron Elektronic GMBH — KS 300 V2.0,
estabelecendo a relagdo parénquima:estroma. Porg¢des de BF foram coletadas, sendo oito

campos estudados e as areas do estroma, de parénquima e de espacos vazios
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estabelecidas. Os pesquisadores ndo encontraram diferenca significativa entre o grupo
controle e os tratamentos. Neste trabalho a rotina de processamento também ndo € muito

clara.

O presente trabalho desenvolveu uma nova metodologia para a avaliagdo da
deplecao linfocitaria da BF, mostrando que ¢ possivel a utilizagdo de analise digital de
imagem e de RNA na rotina diagndstica. O diagnostico ¢ o maior favorecido, pois a
objetividade do resultado gera seguranga tanto para o veterinario de campo quanto para
o profissional do laboratorio, uma vez que a leitura histopatoléogica — para deplegdo
linféide — padroniza-se onde quer que seja realizada, permitindo a comparagdo de

resultados gerados em distintas condigdes estruturais € pessoais.

Buscamos descrever de forma clara e didatica a seqiiéncia de processamento e
analise das imagens, bem como a relagdo entre os resultados obtidos com o uso da Al e

os oriundos da analise histopatologica convencional.

E importante salientar que a figura do histopatologista permanece indispensavel
para o correto diagndstico microscopico, pois as diversas outras alteragdes precisam ser

analisadas e corretamente avaliadas.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos ¢ possivel concluir que:

1.

Gerou-se uma nova metodologia para a determina¢ao da deplecdo linfocitaria
folicular da BF através da utilizacao de analise digital de imagem e redes neurais

artificiais

A nova metodologia empregada na analise de imagens da BF foi eficaz para

avaliacdo objetiva de alteracdes histoldgicas

Com os resultados do processamento de imagens foi possivel construir redes
neurais artificiais uteis para a classificacdo objetiva das lesdes presentes em

escores usados no método convencional;

As redes neurais artificiais com dois escores de classificagdo de lesdes
mostraram-se mais precisas, quando comparadas aquelas com trés e cinco

€SCOores,;

As redes neurais artificiais oferecem ao profissional a medida precisa do erro e

do acerto da classifica¢do que realiza;
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8 TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho ¢ o primeiro passo para o desenvolvimento de um projeto
infinitamente maior. O qual tem por objetivo a avaliagdo da deplecdo linfocitaria em
outros orgdos — timo ¢ bago, a avaliagdo da integridade das vilosidades intestinais, a

determinagdo da lesdo hepatica, entre outras alteragoes.

Estes dados, somando outros tantos de produ¢do, manejo e condenagdo ao abate,
criardo redes neurais artificiais capazes de explicar com muita clareza e robustez os
fendmenos avicolas. Assim gerando critérios mais objetivos para a tomada de decisoes e

para a melhor compreensdo deste segmento.
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Abstract

Ninety one day-old Specific Pathogen Free chicks were allocated in nine groups of
ten animals, vaccinated with 3 types of commercial Gumboro vaccines and
euthanized at 28 days of age. Bursa of Fabricius (BF) were examined by
conventional optical microscopy and digital images analysis (1A) were acquired
and processed using MATLAB®6.5 software. Artiticial Neural Networks (ANN)
was generated using NEUROSHELL® CLASSIFIER software and the optical and
digital data were compared. The ANN was able to make a comparable
classification of digital and optical scores, ranking correctly the majority of the
follicles with sensibility and specificity of 89% and 96%o, respectively. These results

demonstrate that the use of 1A and ANN is a useful tool for the pathological
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classification of the BF lymphoid depletion. In addition it provides objective results
that allow to measure the dimension of the error in the diagnosis and classification
therefore making comparison between databases feasible.

Introduction

The poultry industry is one of the most advanced areas of the agribusiness,
where efficient standards are required to increase quality. Ideal sanitary state of each
flock is needed in order to improve genetic potential of the eggs and/or poultry
production. However, common immunosuppressive diseases may cause significant
losses to the industry itself or increase susceptibility to other diseases.

The main immunosuppressive diseases faced by the industry are: (a) Infectious
Bursal Disease (IBD) (Luckert & Saif, 2003); (b) Aflatoxicosis, (Hoerr, 2003); (c)
Marek Disease (Witter & Schat, 2003) and (d) Infectious Chicken Anemia (Schat, 2003).
All these conditions cause a marked lymphoid depletion in the BF, spleen, thymus, liver,
proventriculus, intestine and kidneys.

Involvement of the BF occurs in all diseases mentioned above and has an
important role in the diagnosis as well as in the monitoring of such conditions.
Currently, the evaluation of bursal lymphoid depletion depends on a subjective
histological evaluation therefore susceptible to errors. In fact, a lesion score has been
reported in order to minimize possible subjective errors (Pereira, 2002; Moraes et al,
2004; Moraes et al, 2005).

Image Analysis (IA) is a recent tool used in many scientific areas, such as food
quality (Li et al, 1999; Lu et al, 2000; Louka et al, 2004; Tan, 2004; Faucitano, 2005;
Vestergaard et al, 2005; Yang et al, 2005; Fernandez et al, 2005), agriculture (Santos et
al, 1998; Moreira et al, 2004; Throop et al, 2005) and as an aid in disease diagnosis

(Novelli et al, 1997; Azevedo-Maeques, 2001; Rosito, 2002; Babinski et al 2002; Tang
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& Hanka, 2003). The ANN has been widely used in many scientific areas but presently
is under-utilized in the poultry industry and has been scarcely reported in the literature.
Salle et al (2003) proposed its use for breeders management, in the broiler breeders
serological results interpretation (Salle et al, 1999), in the management of broiler flocks
(Salle et al, 2004), hatchery management (Salle et al, 2006) and as an aid for evaluation
of Escherichia coli pathogenicity (Rocha, 2006). The ANN was used further to identify
the propensity of chickens to develop Pulmonary Hypertension Syndrome (Roush et al,
2001), to evaluate the minimal invasive measurements for early dianosis of ascites in
broilers (Roush et al, 1997), for the detection of septicemia chicken livers (Dey et al,
2003) and to detect wholesome or unwholesome carcasses in on-line inspection (Chao
et al, 2002).

In this paper we report the use of IA and ANN techniques to minimize errors
that may occur in the conventional optical technology.
Material and methods
Chicks, accommodation and diet

Ninety one day-old Specific Pathogen Free (SPF) chicks were allocated in nine
groups of ten animals, kept in isolation boxes according their vaccination group. The
boxes were kept in positive pressure rooms with filtered air supply. All the animals
were given food and water ad libitum.
Vaccination Groups

Three types of commercial Gumboro vaccines were used. The first group was
constituted of three vaccines containing intermediary virulent strain (I1, 12, 13). The
second group was given 2 intermediary-plus virulent strains (IP1, IP2) and, finally, a
third group in which three different hot-strain vaccines (F1, F2, F3) were used. Vaccines

were administered using an ocular drop of at 21 days of age . The control group
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received saline solution ocular at the same age. All animals were euthanized at 28 days
old.
Bursa of Fabricius samples

The BF samples were collected intact and kept in individuals vials with 10%
buffered formalin.
Histological examination

All BF samples were processed for histological examination following the
standard technique (Luna, 1968) and cut at the level of their major diameter in order to
obtain the largest observation area.

The slides were first evaluated throughout the conventional subjective method
(optical), and the degree of lymphoid depletion scored in a scale from 1 to 5: Score 1- <
25% depletion; Score 2- 25 to 50% depletion; Score 3- 50 to 75% depletion; Score 4-
75 to 90% depletion and Score 5- > 90% depletion (Muskett et al, 1979). The samples
were scored 3 times by a single examiner with an interval of one day between
examinations.

Image capture

Ten slides of each score were randomly selected for image processing. Each
slide was divided in 4 parts and three follicles for each quadrant were selected for
examination. The quadrants were numbered clock-wise (I to IV) and the follicles in

crescent order (1 to 12) (Fig. 1).
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Figure 1- Image capture in the follicle

Finally digital photomicrographic images were taken under a 20X magnification
with a OLYMPUS® C-7070 camera (Figure 2).
Image analysis

The images were assayed using a MATLAB® 6.5 software according to the
following steps: (a) change to gray scale (Fig.2); (b) select the follicular area
immediately close to the inter-follicular conjunctive tissue ; (c¢) all structures around the
selected area were rubbed out and the number of pixels for gray scale of each image was

estimated (Fig. 3) (d) and the image histograms and table were constructed (Fig. 4).

Figure 2 — Follicle image in gray scale. Figure 3— The follicular area was
selected
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Figure 4 — Image histogram

Areas of the histogram were selected and their corresponding data (right and left
area, area at the mid-point, midpoint values at X (major index) and Y (higher point)
provide the input to construct the ANN (Figure 5). Identification and digital
classification of the follicles with different lymphoid depletion scores was performed
using the NEUROSHELL®CLASSIFIER, 2.1, Ward Systems Group, Inc. software. This
data was used to train the ANN to obtain a digital score which is compared with the

score obtained by optical classification. This procedure is performed for each selected

follicle.
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Figure 5 — Example of histogram data selected for ANN input.
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The ANN was able to make a comparable classification of digital and optical

scores. High sensibility and specificity was found in scores 1 where only nine follicles

were misclassified as score 2. It was more difficult to find agreement between ANN and

optical classification in more severe cases of depletion and both sensibility and

specificity decreased in scores 3, 4 and 5 (Table 1).

Table 1 — Relationship between classification of follicles using Digital Scores (DS) and

conventional Optical Scores (OS)

Scores 0S1 0S2 0S 3 0S 4 0S5 Total
DS 97 26 19 1 3 146
DS2 9 67 5 0 4 85
DS3 1 10 53 20 34 118
DS4 0 0 11 84 17 112
DS5 1 17 32 15 62 127
Total 108 120 120 120 120 588
Sensibility (%)  89.81 55.83 44.17 70.00 51.67
Specificity (%)  89.79 96.17 86.11 94.02 88.11
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In attempt to improve accuracy of the ANN, scores 1 and 2 , 4 and 5, were
agglutinated and named 1A and 5A, respectively. Score 3 was maintained intact. In
spite of this change the ANN performance remained similar to previous classification,
having a “gray” area in score 3 where 31 follicles were misclassified as SA (Table 2). It
is important to point out that the ANN classification changes with regrouping the scores
reason why the numbers in Table 2 are different than in table 1, even though the input
values are unchanged. The regrouping obliges the ANN to retrain in a new model,
reason why the values for 1A and 1B are different despite having unchanged optical and
digital findings.

Table 2 — Follicles classification in three Digital Scores (DS) and the Optical Scores
(OS) obtained by the conventional method.

OS1A 0S3 OS5A Total
DSIA 181 14 15 210
DS3 29 75 68 172
DS5A 18 31 157 206
Total 228 120 240 588
Sensibility (%) 79.39 62.5 65.42
Specificity (%) 91.94 79.27 85.92

Aiming to improve accuracy of the ANN the follicles were then grouped in a
binary fashion, separating the scores of the BF in normal and clearly abnormal. Scores 1
and 2, and scores 3,4 and 5 were agglutinated in score 1B and 5B, respectively. With
this alternative the accuracy of the ANN improved significantly with sensibility and
specificity higher than 90% (Table 3). Again, as noted above, the values change with

regrouping in Table 3 because the ANN retrains in a binary fashion.
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Table 3 - Follicles classification in two scores using Digital Score (DS) and the Optical
Scores (OS) obtained by the conventional method

OS1B OSs5B Total
DSIB 211 35 246
DS5B 17 325 342
Total 228 360 588
Sensibility (%) 92.54 90.28
Specificity (%) 90.28 92.54

Discussion

The results of this study suggest that the digital image analysis using the
MATLAB® 6.5 combined with the ANN is a helpful tool in the diagnosis of follicular
lymphoid depletion in BF. One advantage of this methodology is that it does not need
special histological techniques, since it can be performed with routine H&E staining. In
addition it does not require a sophisticated training to implement the referred protocol.
The use of digital imaging reduces the subjectivity of the conventional optical technique
and potentially improve the diagnostic accuracy.

The use of ANN showed to be efficient for all digital score lesions with less
accuracy in scores 2, 3 and 4. This inconsistency maybe due to the fact that the images
for these scores could have similar appearance on routine optical evaluation and is
encountered even when experienced pathologists perform their histological assessment.

The optical score 1 and 2 are similar histologically, and often pose difficulties
for the pathologist to allocate in one or in the other score. The same difficulty is
encountered when ANN methodology is used, but with the advantaged that the “error”
(sensibility and specificity) is informed by the software. This difficulty is also seen for
the follicles with optical score 3, since only 53 samples (44.17%) were correctly
evaluated and 43 (35.83%) were allocated on scores 4 and 5. A similar “cloudy area” is

also detected for the optical scores 4 and 5.
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The ANN performance improves with grouping of the scores. When the scores
are grouped in a binary fashion, simulating a more realistic situation where the animal is
either healthy or sick, the ANN accuracy increases significantly. This is reinforced by
Pereira (2002) and Moraes et al (2004) who suggest that a bird should be considered
sick only when BF using optical score is 3 or more. Therefore regrouping the scores in a
binary fashion for ANN training does make sense.

The use of ANN to determine the pathogenicity index (PI) for Escherichia coli,
has been recently reported by Rocha (2006). The author classified the PI in 10
categories and found a variable sensibility but a high specificity (above 95%). Similar to
our study, the variability in sensibility was attributed to the number of the PI categories.
When the IP was classified in three categories: non virulent, of intermediary
pathogenicity and virulent the ANN gave more reliable results.

The results found in this study suggest that the use of digital image analysis and
ANN is a helpful tool for routine laboratorial diagnosis of BF histological lesions. The
use of ANN allows a more accurate and reliable reading of the histological lymphoid
depletion, independent of the operator or laboratory where it is carried out. As the ANN
constructs an objective scale the results can be compared from different laboratories and
therefore is advantageous when compared to the conventional subjective methodology.
For instance, poultry companies with subsidiaries in distinct geographic areas could
exchange data related to monitoring programs and elaborate a realistic risk analysis for
BF lymphoid depletion.

Finally, it must be emphasized that, although the use of ANN enhances the
ability to evaluate BF lymphoid depletion, the presence of a trained pathologist is

essential for the differential diagnosis of other conditions.
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Conclusions
6. The use of digital images analysis and ANN allows an accurate and reliable and
reproducible reading of the histological lymphoid depletion.
7. The use of ANN with scores grouped in a binary fashion improves sensibility
and specificity when compared to 3 and 5 score groups
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APENDICE B — Comandos para o processamento das imagens

Seqiiéncia de comandos da andlise:

Comandos
A=imread ('BF.jpg")*
Agray=rgb2gray(A)
imshow(Agray)
Areg=roipoly(Agray)
imshow(Areg)
Anew=immultiply(Agray,Areg)
imshow(Anew)
HAnew=imhist(Anew)
Imhist(Anew)

* - nome da imagem

1. Selegdo da imagem:

Funcao
Localiza a imagem
Passa a imagem para 256 tons de cinza
Apresenta a imagem cinza
Seleciona a ferramenta de corte
Apresenta a mascara
Segmenta a imagem
Apresenta a imagem segmentada
Fornece os dados do histograma

Apresenta o histograma

A=imread ('BF.jpg’)

Lorawero t (<] 1

Fo Edt View [t Tooks Window Help

D& A~ 2, pPD
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2. Conversdo da imagem para 256 tons de cinza:

Agray=rgb2gray(A)

3. Visualizagdo da imagem Agray:

imshow(Agray)

4. Seleciona-se a ferramenta de corte:

Areg=roipoly(Agray)

5. Apresenta a mascara obtida:

imshow(Areg)



Fle Fdt Wow [rset Tooks Window Hel
D& kA A, 2RO

6. Aplica a mascara e segmenta a imagem:

Anew=immultiply(Agray,Areg)

7. Apresenta a imagem Anew segmentada:

imshow(Anew)

D& kA2 2D

=18 x]
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8. Fornece os dados do histograma de Anew:

HAnew=imhist(Anew)

9. Apresenta o histograma de Anew:

SETE)
Fle Edt Wew Web Window Help
le)_!_.l.’hﬂnn|‘| ?lr" [ wrwrmmts " ET :lJ
A o B
| | 354
Mame Hize I MEM 452
[1IEFY 2304x307] 21233864 | uinth nreay 6oL
2]
FAgcay 23044307 TOTTEEE uintd arcay iz
[ aew TIDRCINT] TUTTOOD uinty arvey st
HHareq 2304%307; 7077888 logical array i3
R e ZsexL 2046 | double arcay o
1801
2136
2576
3057
3606
awsT
aguz
su39
sEI0
7660
T 2877
%== 1Z/11/06 10:44 AN --% 10015
Amimread[*DS-1.3py°) 11410
ATAY-EEDIPTAY(A) 13108
Aushen (4] 14686
1uEnow [AGTAY] Lezee
la4sq
Atege 1
LegerolpolyiAgray) 20340
1nshow [Aceg) 22564
Angvelmmul E1p1Y [AGTAY, ATed] E ]
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APENDICE C - Janelas de resultados classificatérios e para a predigdo do escore de

deplecao linfoéide do foliculo.

1. Janela do resultado classificatorio para o uso de cinco escores:

C curve

- Agreement Matrix [Contigency Table] Statiztics:

el P Pt Lol Pl o o
E:.?.ssi[ied as 95 22 12 1] 4 133
E:é.?.ssi[igd as 10 68 b ] b 90
Eiéassilied as 2 i 44 14 21 g8
E:‘I‘assilied as 1 8 22 n 19 141
Classified as 0 15 36 15 70 136
g
Total 108 120 120 120 120 588

True-pos. ratio |0.8796 0.5667 0,3667 0,7583 05833
False-pos. ratio |0.0792 0,047 0,094 0,1068 0,141
True-neg. ratio |0.9208 0,953 0,906 0.8932 0.853
False-neg. ratio |0.1204 0.4333 06333 0,2417 0.4167
Sensitivity 87.96% 56 67% 36,67% 75.83% 58.33%
S pecificity 92.08% 953% 906% 8932% 859%

2. Janela do resultado classificatorio para o uso de trés escores:

|
-Agreement M atrix [Contigency Table] Statistics: —

Aﬁﬁ'f.a' AE‘;.E'I AEtﬁlf.al Total
E:.:'-:'.HiﬁEd as 214 20 18 262
Eél}assiﬁed as 2 5 1] 7
E:éiSSiﬁEd az 12 85 222 | A9
Total 228 120 240 hid

True-pos. ratio |0.9386 0.0417 0,925
False-pos. ratio |0.1333 0.0043 02787
True-neg. ratio |0.8667 0.3357 07213
False-neg. ratio | 0.0614 0.9583 0,075
S ensitivity 93.86% 417%  925%
S pecificity 86.67% 99.57% 72.13%




3. Janela do resultado classificatorio para o uso de dois escores:

1r-Agreement Matnx [Contigency T able] 5ta

Actual | Actual
T g Total
Classified as 188 29 217
ll1 [ 11}
Classified as 40 331 371
llEll
Total 228 360 h83

True-pos. ratio

Falze-poz. ratio

True-neq. ratio

Falze-neq. ratio

Sensitivity

Specificity

0.8246 0.9194
0.0806 0.,1754
0.9194 0.8246
0.1754 0.0806
82.46% 91.94%
91.94% 82.46%
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4. Janela para o resultado de predi¢do do escore de deplecdo linféide do foliculo com

cinco escores:

{ B ieuroShell Fire Program

Fle Mode Help

‘ Metwork filename: [C:A...07\tabela qualificagan b cinco escores.net  Browse... I

. | Classifier net, Newral tppie. 5 inputs, 5 categories

Enhanced generalization: ﬁjﬁ | sox

- r Manual mode

' Input values:

. Area Esq I Area Dir I.ﬁma Ponto | M aior I indice Maior

! Metwork prediction:

! Pi*1") I P"2") I P[*3") ] P(4") I P["5") ] wWinnes Clear Al
Miszing value
4| ! ¥ Predict

!\ [ Wiite automatically to log-file

| Log flename: [C:\.__\abela qualificagio B cinco escores. log Edit Togfile
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5. Janela para o resultado de predicdo do escore de deplecdo linféide do foliculo com

trés escores:

ﬂ NeuroShell Fire Program x|

File Mode Help
Hetwork filename: [C:\._.007%\tabela qualificagio 6 - ies escores.net  Browse. . |

| Claszifier net, Meural type. 5 inputs, 3 categories

4 '

Enhanced generalization: Iﬁj— I Lil1 4

— Manual mode

Input values:
Area Esq | Area Dir | Area Ponto I M aior I indice Maior
I

Metwork predichion:
P17 | P31 | Prs™) | winner Clear All

Mizzing value

Predict

[~ Write automatically to log-file
Log lilename: [C:\_. \tabela qualificagio b - res escores._log Edit log-file |

6. Janela para o resultado de predicdo do escore de deple¢do linféide do foliculo com

dois escores:

ﬂ NeuroShell Fire Program |

File Mode Help
Metwork filename: [C:A...007%tabela qualificagio 6 dois escores.net Browse... |

| Clazsihier net, Neural type. 5 inputz, 2 categonies

A '

Enhanced generalization: ﬁjﬁ I 50

— Manual mode

Input values:
Area Esq | Area Dir | Area Ponto | Maior | indice Maior

Hetwork prediction:
Pr"1™) | P(5™) | Winner Clear All

Mizzing value

Predict

[~ Write automatically to log-file
Log filename: |[Z:'\___?\lahela qualificacdn b doiz escores_log Edit log-file |
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