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Resumo

A andlise citologica através de microscopia € amplamente utilizada apesar dos avangos
tecnoldgicos na engenharia biomédica. Alguns exames ainda exigem a intervengdo de especialistas na
andlise, atraves da inspecao visual. Por esse motivo, a utilizacdo de técnicas de processamento digital
deimagens para auxiliar os especialistas se apresenta apropriada na tarefa de aumentar a eficiéncia na
andlise. Neste artigo € apresentado o LaPSI Cell Counter (LCC), que consiste em uma ferramenta de
software que emprega processamento de imagens para auxiliar profissionais na area da saude e
pesquisadores na area biomédica. As funcionalidades do LCC sdo: contagem estritamente manual
através de cliques do mouse; contagem assistida por computador através de um sistema automatico de
reconhecimento; avaliacdo automatica de reconhecimento e contagem de células, quer seja manual,
quer seja automatica. Além disso, pode ser aplicado no controle de qualidade dessas atividades. A
interface grafica permite facil e total interatividade em todas as funcionalidades do LCC. Alem disso, é
comprovada a aceleragdo do tempo necessério para contagem e reconhecimento, além da redugéo de
erros.

Palavras-chave: Processamento de imagem digital, microscopia Optica, interface homem-
méaquina.
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Abstract

The cytological analysis by microscopy is broadly used, nevertheless the technological advances
of biomedical engineering. Some exams still need the expert interaction, by visual inspection. For this
reason, the use of digital image processing techniques to aid the expert seems to be appropriated to
increase efficiency on analysis task. In this article the LaPSI Cell Counter (LCC) is presented. The LCC
is a software tool designed to aid professionals of health and researchers of biomedical area, moreover,
this tool can be applied on quality control process. The functions provided by the LCC are: strictly
manual counting by mouse indication and click; computer aided counting by an automatic recognition
system; and automatic evaluation of cell recognition and counting process of any nature, manual or
automatic. The provided graphical interface allows easy and total interactivity for all LCC functionalities.
Furthermore, it is sure the improvement of the time consumption and error reduction for cell recognition
and counting tasks.

Keywords: Digitalimage processing, optical microscopy, man-machine interface.

Introducéo

Muitas doencas sdo diagnosticadas a partir de analise de amostras de células ou tecidos,
baseada em microscopia. Dentre todos os exames por microscopia realizados, 35% sao de anélise de
células do sangue, (Brugal, 1988).

Uma anélise amplamente utilizada para diagnostico e acompanhamento de tratamento de
doengas do sangue é a contagem e o reconhecimento de reticuldcitos. Reticuldcitos sao heméacias
jovens, que ainda possuem resquicios de ntcleo (reticulos) que, em um paciente normal, representam
cerca de 1% das células no sangue. A quantificacdo da ocorréncia de reticuldcitos € utilizada para o
diagnostico e acompanhamento de doengas como anemias e leucemia, além de quadros pés-
cirargicos.

Atualmente, duas técnicas sdo amplamente empregadas para 0 reconhecimento e para a
contagem de reticuldcitos. Uma € a contagem manual e outra € a contagem automatica por citbmetro
defluxo.

O reconhecimento e a contagem das células, por processo manual, sdo feitos por profissionais
treinados. Entidades internacionais recomendam que cada técnico faca no maximo trés exames por
dia, sendo que mil células séo avaliadas em cada exame. Portanto, a pequena taxa de reticuldcitos na
amostra exige alto nivel de concentracao, pois a perda de alguns reticuldcitos pode levar a um laudo
equivocado. Além disso, o custo do processo € elevado devido a grande demanda de profissionais
especializados.

O citdmetro de fluxo (Brown, 1988) utiliza-se de feixes de luz e de sensores luminosos para
efetuar o reconhecimento e a contagem de células. Entretanto, problemas como a falsa deteccao,
devido a incapacidade de distinguir reticuldcitos de células contaminadas por parasitas, e a nao
existéncia de um outro método que possa aferir o resultado obtido fazem com que o método néo seja
definitivamente aceito por parte da comunidade médica. Além disso, quando o citdmetro de fluxo
apresenta uma contagem de reticuldcitos muito acima da contagem esperada, uma contagem manual
érecomendada, NCCLS (1993).
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Apesar da crescente utilizacdo de citdmetros de fluxo, pesquisas realizadas no LaPSI por Koya
(1998 e 2001), Guimaraes (2000, 2001 e 2002), Figueiré (2003 e 2005) e Bandeira (2005), assim como
em centros de pesquisas que apresentaram trabalhos como os de Theera-Umpon (2002), Goin (1990),
Y.D. Maetal. (2001), Malpica et al. (1997), Kubo e Sakaue (1988), entre outros, que propdem técnicas
de processamento de imagem para segmentacao e decomposicdo das células observadas sob um
microscopio. Essas técnicas compdem um sistema maior utilizado para aplicagdo na identificacao
automatica de particulas em exames histopatoldgico e citopatoldgico nas mais diversas areas, como 0s
sistemas propostos por Wenjin Chen (2005), D.J. Zahniser (1979), Krief et al. (1993 e 1994), Valkova
(1985) e Bossert (2004). Os sistemas por processamento de imagens foram especificados para varias
aplicacdes em trabalhos como de Miller e Herman, em 1979, até a andlise detalhada feita por Rosenthal
em 1998.

Os motivos fundamentais para a realizagcdo dessas pesquisas sao o0 alto custo, a confiabilidade do
citbmetro de fluxo, o alto custo de tempo e a subjetividade da contagem manual.

A utilizacdo de técnicas de processamento digital de imagens para andlise de particulas do
sangue traz como vantagens:

- automatizacao do reconhecimento e da contagem das particulas sangiineas;

- estimacao da “idade” dos reticuldcitos, além de um simples reconhecimento;

- obtencdo mais rapida de resultados, se comparada a contagem manual;

- possibilidade de aumentar o nimero de células contadas por amostra, 0 que aumenta a
confiabilidade dos resultados;

- armazenamento das amostras em forma de imagens digitais (midia digital). As amostras em
laminas envelhecem e gradualmente perdem as informagdes, enquanto as amostras
digitalizadas, além de ndo perderem qualidade, possibilitam a construcdo de um histérico
visual da patologia do paciente;

-reducdo do custo por exame;

- controle de qualidade.

Neste trabalho é proposta uma interface para interacdo na contagem de células por imagem e
afericio de processos automaticos ou manuais de reconhecimento de células, chamada LaPSI Cell
Counter - LCC. AFigura 1 mostra a interface contendo os blocos de interagéo na contagem e afericéo de
reconhecimento. A interacdo na contagem pode ser estritamente manual ou baseada em um sistema
automatico de contagem em Koya et al. (1998), Koya (2001) e Figueird et al. (2003 e 2005), em que 0
usudrio pode corrigir 0s eventuais erros no reconhecimento automatico, aumentando a eficiéncia das
contagens. A aferi¢do de processos automaticos de reconhecimento de células € baseada na geragao
de um gabarito (groundtruth), gerado pela contagem interativa e comparado com o resultado do
processo automatico que esta sendo avaliado.
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Figura 1 - Diagrama do sistema proposto.

Contagem estritamente manual assistida por computador

O sistema proposto oferece ao usuério a possibilidade de realizar uma contagem manual
assistida. Dessa forma, o usuério visualiza aimagem adquirida atraves de sistema de aquisi¢ao tipico
na tela do computador, como o sistema de aquisi¢ao proposto por Figueird (SIBGRAPI, 2005), e realiza
a contagem clicando em cada célula com o mouse. Essa abordagem evita equivocos na contagem
(contar uma mesma célula mais de uma vez ou deixar de contar células), permite que uma contagem
seja interrompida em qualguer momento e também salvar o resultado da contagem ja com informacao
da localizagdo das células. Esse resultado é salvo como arquivo de gabarito (imagem) e/ou como
arquivo texto. Um diagrama das etapas do processo é apresentado na Figura 2.

Inicialmente, umaimagem devera ser selecionada. A origem dessa imagem é qualquer sistema de
aquisicéo de imagens por microscopia Optica ou um arquivo de imagem.

Em seguida, o usuario define quantas classes diferentes de células e de artefatos pretende
classificar, determinando um rétulo distinto para cada classe. O rétulo € a cor pela qual seré identificada
a classe reconhecida do objeto clicado na imagem. O usuario define que classe esta contando no
momento e clica com o mouse em todos os membros daquela classe (que s&o imediatamente
identificados com o respectivo rotulo). Em seguida, o usuério indica uma nova classe e assim
sucessivamente, até que todas as células e artefatos tenham sido classificados.

Apos encerrar a analise, 0 usuario pode solicitar ao sistema a geragao de um groundtruth, ou seja,
de um mapa com a informacao da localizacao de todas as células e artefatos identificados. Por fim, 0
usuario pode salvar tanto o groundtruth gerado quanto os resultados de sua contagem.
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Figura 2 - Diagrama em blocos das etapas envolvidas na contagem manual assistida por computador.

Contagem Interativa

A proposta da contagem interativa € agilizar o processo de contagem a partir do emprego de
técnicas automaticas. O sistema proporciona ao uUsudrio o ajuste interativo de um processo automatico
de reconhecimento qualquer. Um diagrama da técnica € apresentado na Figura 3.

Inicialmente, uma imagem devera ser selecionada. Em seguida, é realizado um processo
automatico de reconhecimento, o qual apresenta ao usudrio os resultados obtidos aplicando os rétulos
sobre 0s objetos encontrados por este naimagem selecionada. Dependendo da robustez do algoritmo,
os resultados apresentardo falsos positivos e falsos negativos como erros de deteccdo. Falsos
positivos sdo regides reconhecidas como células, mas que, na verdade, ndo o sdo. Falsos negativos
sao células ndo reconhecidas. Para corrigir esses erros de deteccao, é disponibilizada a interagdo com
0 USUario.

Durante o processo de interag&@o seguido, 0 usuério pode eliminar as detec¢des erradas com um
simples clique do mouse, bem como indicar as células que o sistema automatico ndo detectou. Assim,
apods as correcbes efetuadas pelo usuario, o resultado obtido serd 100% verdadeiro, ou seja, 0
suficiente para se gerar um gabarito (groundtruth) para sistemas automaticos e também possibilitando
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um diagndstico mais preciso. Por fim, o0 usuario pode salvar tanto o groundtruth gerado quanto os
resultados de sua contagem, como se houvesse contado todas as células manualmente.

Figura 3 - Diagrama da técnica de contagem interativa.

Verificacdo de reconhecimento de Células

Independente da abordagem adotada para geracao do gabarito (contagem estritamente manual
ou contagem interativa), este pode ser usado para avaliar os resultados obtidos por sistemas
automaticos ou manuais de contagem e reconhecimento de células.

A proposta é comparar o gabarito com o reconhecimento obtido pelo processo que esta sendo
avaliado. Aavaliacdo consiste em detectar erros de reconhecimento (falsos positivos, falsos negativos,
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contagem extra e erro de classificagdo). A Figura 4 apresenta um diagrama da técnica.

Aavaliacdo é realizada atraves da localizagéo dos centros das células. Considerando que apenas
um ponto (pixel) é utilizado para indicar a existéncia de uma célula ou artefato identificado, pode ocorrer
que, para uma mesma ceélula, os pontos indicados pelos dois sistemas de detec¢do (0 que gerou o
gabarito e 0 que estd sob analise) ndo sejam coincidentes. Portanto, o sistema emprega uma
tolerancia, ou seja, aceita que dois pontos préximos sejam considerados pertencentes ao mesmo item
reconhecido.

Assim, a posicdo do centro de cada célula detectada € comparada com a posicédo do centro da
célula mais proxima no gabarito. E considerada uma detec¢o correta quando a distancia euclidiana
(Equacdo 1) entre os dois centros € inferior a um limiar. O limiar € um parametro de entrada que pode
variar de acordo com a aplica¢do ou exigéncia de precisao.

A fim de melhorar a performance do sistema, foi empregada a técnica do mapa de distancia
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Figura 4 - Diagrama da técnica de verificacéo do reconhecimento de células.
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(Gonzalez, 1992) na proposta de Figueird (SIBGRAPI, 2005). O mapa de distancias € umaimagem que
representa em cada pixel o valor aproximado da distancia euclidiana com relacdo a semente mais
proxima. Nesse caso, as sementes sdo 0s pontos considerados centrais das células no groundtruth. A
Figura 5 mostra um exemplo do mapa de distancias.

T -

® TN

a) b) c)

Figura 5 - Exemplo de mapa de distancias. (a) Imagem com as sementes (em branco); (b) mapa de distancias gerado
com as sementes de (a); (c) legenda do mapa de distancias, onde o valor a direita corresponde a distancia
Em pixels & semente mais proxima.

Uma diferenca fundamental entre o gabarito e 0 mapa de distancias consiste no fato de o gabarito
ser uma Unicaimagem para cada amostra, independente do numero de classes identificadas. Por outro
lado, um mapa de distancias é gerado para cada uma das classes identificadas, pois considera a
distancia relativa entre os membros da mesma classe. Por essa raz&o optou-se por armazenar apenas
0 gabarito de cada amostra, deixando o trabalho da geracdo do mapa de distancias para cada
execucao.

Apds o calculo do mapa de distancias, o sistema realiza a avaliagdo (evaluation). A avaliacao
consiste em analisar todos 0s pontos localizados pelo sistema sob avaliacdo no mapa de distancias. A
tolerancia na distancia entre os centros (do gabarito e do resultado em anélise) € indicada pelo usuario
através de um parémetro de entrada. Atolerancia determina a regido de acerto a ser considerada. Uma
vez que o ponto central pode variar entre 0s sistemas de deteccéo, as regides de acerto asseguram a
localizacdo da célulaem regides proéximas do ponto indicado no gabarito.

Assim, depois de construido o mapa de regides de acerto, todas as deteccdes presentes no
sistema em andlise sdo vinculadas as presentes no gabarito. As regides do gabarito que ndo foram
ligadas a nenhuma detec¢do sdo contadas como falsos negativos. Os pontos reconhecidos pelo
sistema, mas inexistentes no gabarito, sao considerados como falsos positivos. Caso mais de um ponto
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reconhecido pelo sistema em andlise seja vinculado a uma mesma regido do gabarito, esta sera
considerada como contagem extra.

Caso o sistema em andlise seja capaz de distinguir as classes que estdo no gabarito, entdo é
possivel também gerar uma estatistica do niumero de detec¢des corretas, mas com reconhecimento
equivocado. Por exemplo, se um reticuldcito é identificado como eritrocito, o sistema pode indicar
reconhecimento equivocado, ao invés de indicar dois erros (falso positivo para eritrdcito e falso
negativo parareticulécito).

Software

O software do LCC foi desenvolvido utilizando linguagem C/C++.

O tratamento e processamento das imagens foram realizados com auxilio da biblioteca LaPSI
Image Library (lili), em http://www.lapsi.eletro.ufrgs.br/lili.

A lili € uma biblioteca de processamento de imagens desenvolvida em linguagem ANSI-C. As
fungbes disponiveis permitem que estudantes e pesquisadores que trabalham nessa area manipulem
arquivos de imagens na forma de matriz ou ponteiros implementando facilmente novos algoritmos.
Essa biblioteca também disponibiliza diversas fungdes jaimplementadas, como: filtros, equalizacdo de
histograma e correlacdo. As fungdes que ndo constavam na biblioteca e foram necessarias para o
desenvolvimento do software, foram inseridas na biblioteca, que € livre e possui codigo fonte
disponivel naInternet.

O uso do LCC é extremamente simples devido a sua interface grafica que possibilita uma
interacdo intuitiva do usuario com o programa. Segue uma breve descricdo das opcgles e suas
utilidades

-File:

Open Image: abre uma imagem bitmap 8 bits (tons de cinza) ou 24 bits (RGB), sem palete,
para contagem manual de células.

Save Image: salvaaimagem aberta.

Exit: sai do programa.

-Colors:
Convert Gray: Converte umaimagem colorida em preto e branco.
Groundtruth:
Generate Groundtruth: apés efetuar a contagem manual, o usudrio deve gerar um gabarito a
partir da contagem. Esse gabarito sera usado para determinar os erros e acertos da
contagem automatica.
Load Groundtruth: caso o usuario j& tenha efetuado alguma vez a contagem manual de uma
lamina (e salvo o groundtruth gerado) ele pode carrega-lo para comparar com a contagem
automatica que esta sendo avaliada.
Save Groundtruth: apés gerar um groundtruth de uma contagem manual, 0 usuario tem a
opcao de salva-lo para usa-lo mais tarde ou mesmo para comparar com diversos sistemas de
contagem distintos.
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- Automatic Counting:
Select Already Counted Image: abre uma imagem bitmap 8 bits (tons de cinza) ou 24 bits
(RGB), sem palete, saida de algum sistema de contagem automética de células. E fortemente
recomendado que cada célula esteja marcada com apenas um pixel.

- Evaluation:
Evaluate!: faz a avaliagdo do gabarito gerado com a imagem de saida de um sistema de
contagem automatico de células. O relatorio gerado disponibiliza a contagem de falsos
positivos, falsos negativos e contagens extras.

-Help:
About: informagdes gerais sobre 0 programa

A seqguir, dois exemplos de uso do LCC sdo apresentados, sendo um deles para a geracéo de um
gabarito (groundtruth) e outro para a avaliagdo de um algoritmo de contagem automatica.

Exemplo 1: Geracdo de Gabarito

Aseguir € apresentado um exemplo, passo a passo, do uso do LaPSI Cell Counter para geracéo de
um gabarito a partir de uma contagem manual.

Primeiro Passo: abrir o arquivo de imagem atraves do menu File, opcao Open Image. Ver Figura 6.

Figura 6 - Janela de abertura de arquivo de imagem.
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Segundo Passo: marcar as células que se apresentam na imagem, através de cliques do mouse,
(Figura7)

[

Figura 7 - Janela de marcagéo das células com o auxilio do mouse.

Terceiro Passo: gerar gabarito através do menu Groundtruth, opcéo Generate Groundtruth (Figura 8).

Figura 8 - Janela de geracéao de Groundtruth, apés a marcagao.
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Quarto Passo: salvar a imagem do gabarito gerado, através do menu Groundtruth, opgdo Save
Groundtruth. Ver Figura 9.

—— ‘
L
_—

Figura 9 - Salvamento do Groundtruth em forma de arquivo de imagem.

Exemplo 2: Avaliacdo de algoritmo de contagem automatica

A seguir é apresentado um exemplo, passo a passo, do uso do LCC para comparar uma contagem
proveniente de um sistema automatico com um gabarito gerado pelo préprio LCC, como apresentado no
Exemplo 1.

Primeiro Passo: Selecionar arquivo de gabarito através do menu Groundtruth, op¢do Load
Groundtruth (Figura 10).

|
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[

Figura 10 - Menu de carregamento de groundtruth.
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Segundo Passo: Selecionar arquivo de resultado da contagem automatica, através do menu
Automatic Counting, opcéo Select Already Counted Image (Figura 11)

Figura 11 - Selecao de arquivo de resultado.

Terceiro Passo: determinar os rétulos das classes (eritrocitos e reticuldcitos) na imagem contada
automaticamente, para que 0 sistema possa determinar a quantidade e localizacéo das classes (Figura
12).

———
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Figura 12 - Janelas de sele¢&o de rotulo.
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Quarto Passo: iniciar o processo de avaliagdo através do menu Evaluation, op¢do Evaluate, e
observar o resultado no canto inferior esquerdo datela principal do programa (Figura 13).

Figura 13 - Entrada no modo de avaliag&o.

Exemplo 3: avaliacéo de resultado
Apos a geracdo de um gabarito (Exemplo 1), com 94 células, e da avaliagdo de um sistema de
contagem automatica (Exemplo 2) que indicava 114 células, obtiveram-se os seguintes resultados:

False Positive: 12
False Negative: 3
Extra Counting: 11

Esse resultado indica que o sistema localizou 91 das células indicadas pelo gabarito (uma vez que
ocorreram 3 falsos negativos), marcou 12 células em locais que ndo havia nenhuma e outras 11 extras, em
locais em que havia apenas uma célula e o sistema supds existir mais de uma. Assim, ao inves de reportar
20 erros (114 - 94 = 20), o sistema reporta 26 erros (12 + 3 + 11 = 26) 0 que j& € uma variacdo significativa e
ainda informa quais os erros apresentados, conforme figura 14.
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=ai LaP5| Cells Counter
File Colors Ground Truth  Automatic Counting Evaluation  Help
Ground Truth Loaded
File Name:
C:Aw/INDO0WS 4D esktophPACroundT ruth.bmp
Height: 464
Width: 618

Evaluation Repart:

Falze Positive: 12
Falze Megative: 3
Extra Counting: 11

Ertiocyties: 94
Reticulocyties: 0

Automatic Counted Image

File: Mame:
C:AwWINDOWS D esktopsfakeResPac190r 1.bmg

Height: 464
Width: E18

Reticulocyties: 0

Evaluation Repart:

False Positive: 12
False Negative: 3

Figura 14 - Interface do LCC apresentando os resultados de avaliacdo. No detalhe, os resultados de uma avaliago.

Caso de Estudo: Avaliacdo de méetodos de contagem e reconhecimento
automatico de reticuldcitos

0O caso de teste escolhido para validar o sistema proposto foi avaliar um método de reconhecimento
de reticulocitos e a contagem de eritrocitos. Esse caso de estudo abrange todas as funcionalidades
propostas no sistema. O objetivo desse caso de estudo é avaliar 0 ganho de tempo em reconhecimentos
manuais e a reducdo do ciclo de desenvolvimento (avaliacdo) de novos algoritmos de detecgédo e
reconhecimento automaticos.

Foram avaliadas 400 imagens, com resolucdo de 640 x 480, adquiridas pelo sistema SAIMO
(Figueird, 2005). Cada imagem contém, em média, 90 eritrdcitos. Em um paciente tipico, existe um
reticuldcito para cada cem eritrdcitos. Um exemplo de imagem empregada pode ser visto na figura 8.

Primeiramente, o sistema foi utilizado para a geracéo dos gabaritos de forma interativa, empregando
0 método apresentado em Figueird (SIBGRAPI, 2005). O banco de gabaritos gerado (com 400 imagens de
gabarito) foi armazenado e pode ser utilizado para avaliar qualquer sistema de reconhecimento de
reticuldcitos e eritrocitos.

As mesmas 400 imagens adquiridas foram submetidas ao método proposto por Doering et al. (2004).
Os resultados foram armazenados em imagens.

Em seguida, o sistema foi utilizado para avaliar os resultados obtidos pelo método em avaliagdo
automatica, com 0s seguintes parametros de entrada: raio médio de um eritrécito, nimero de classes
reconhecidas e rétulo (cor) de cada classe.
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Conclusoes

O LaPSI Cell Counter tem sido utilizado com sucesso para avaliar algoritmos de deteccdo automatica
de células baseados em processamento digital de imagens. A sua interface gréfica facilita a utilizagdo dos
recursos, mesmo com usuarios pouco familiarizados a técnicas de processamento de imagens. Assim, 0
aprendizado do uso do sistema € rapido e ele facilmente entra na rotina de operacdes de um laboratdrio de
anélises clinicas.

O processo de contagem interativo, realizado por um sistema automatico de reconhecimento e
assistido por um especialista, propiciou agilidade na tarefa de geragao de gabaritos. A proposta da classe
reconhecimento equivocado propicia uma interpretagdo mais precisa dos resultados.

Técnicas de processamento de imagem empregadas na avaliagao aceleraram o processo, reduzindo
0 custo computacional.

Abiblioteca lili reduziu o tempo de desenvolvimento e permitiu que os ciclos de desenvolvimento e a
manutencao do software fossem rapidos.
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