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RESUMO

Atualmente, mesmo com toda a evolugcao das tecnologias computacionais e com 0s
avancos na area de andlises clinicas e laboratoriais, o diagnostico microbiolégico da
tuberculose pulmonar continua sendo trabalhoso. As técnicas de coloracdo para
analise microscopica direta pouco evoluiram desde 1882, quando a principal e mais
utilizada técnica de diagnéstico foi desenvolvida por Frans Ziehl e Frederic Neelsen.
Esta técnica, que utiliza a fucsina fenicada e posteriormente o &lcool-acido, foi
batizada com o nome de seus desenvolvedores de coloracdo de Ziehl-Neelsen.
Estudos recentes apontam que apesar dos esforgcos dos governos mundiais, a
tuberculose continua a ser uma das doencas que mais matam no mundo e por este
motivo as nag¢des vem se unindo para intensificar o tratamento e acompanhamento
dos acometidos pela doenca. O objetivo deste trabalho é propor um modelo para
identificacdo do bacilo da tuberculose por meio de técnicas de Processamento Digital
de Imagens (PDI), possibilitando assim um diagnostico mais rapido e eficiente da
doenca e com isso mais agilidade no inicio do tratamento e acompanhamento do
enfermo. Para validar o modelo proposto serd desenvolvido um protétipo que ira
processar e analisar as imagens de amostras ja preparadas através da coloracéo de
Ziehl-Neelsen e que serdo capturadas digitalmente através de microscépio com lente
objetiva de 100X. A biblioteca de visdo computacional OpenCV serd utilizada para o
desenvolvimento deste protétipo. O resultado obtido com a finalizacdo do projeto
proposto € modelo de PDI que possibilite o diagnéstico mais eficaz da tuberculose

Pulmonar por observacéo direta do bacilo.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis. Tuberculose pulmonar. Ziehl-Neelsen.
Microscopia automatizada. Baciloscopia automatizada. Imagem Digital.

Processamento Digital de Imagem. Diagndstico por imagem.



ABSTRACT

Currentlly, even with all the evolution of computational technologies and advances in
clinical and laboratory analysis, the microbiological diagnosis of pulmonary
tuberculosis continues to be laborious. The staining techniques of direct microscopic
analysis have not evolved since 1882, when the main and most used diagnostic
technique was developed by Frans Ziehl and Frederic Neelsen. This technique, which
uses phenolic fuchsin and later alcohol-acid, was named after its developers of Ziehl-
Neelsen coloring. Recent studies indicate that despite the efforts of the world
governments, tuberculosis continues to be one of the diseases that kill the most in the
world and for this reason the nations are coming together to intensify the treatment and
follow-up of those affected by the disease. The objective of this work is to propose a
model for identification of the tuberculosis bacillus by means of Digital Image
Processing techniques, thus enabling a faster and more efficient diagnosis of the
disease and with this more agility at the beginning of the treatment and monitoring of
the patient. For validate the prototype that will process and analyze the images of
samples already prepared through the Ziehl-Neelsen coloration and that will be
captured digitally through a microscope with objective lens of 100X. The library of
computer vision OpenCV that will be used in the development of this prototype. The
expected result with the finalization of the proposed project is a PDI model that obtains
the most effective diagnosis of pulmonary tuberculosis by bacillus direct observation.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis. Pulmonary Tuberculosis. Ziehl-Neelsen.
Automated microscopy. Automated bacilloscopy. Digital Image. Digital Image
Processing. Diagnostic by image.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fundamentagéo

A tuberculose, doenca infecciosa crbnica causada pelo Mycobacterium
tuberculosis, continua sendo um importante problema de saude publica. Apesar da
taxa de mortalidade dos acometidos pela doenca estar caindo, a doenca ainda €
responsavel por milhares de mortes, sendo uma das 10 (dez) principais causas de
Obito em todo o mundo (WHO, 2016). Mesmo com toda a evolu¢cédo da humanidade e
o avanco das tecnologias computacionais, no que se refere ao diagndstico da
tuberculose pulmonar por observacéo direta do bacilo nas amostras biolégicas, houve
pouca evolucdo. A baciloscopia direta assume importancia nao apenas no diagndéstico
da doenca, mas também no acompanhamento dos individuos acometidos pela
tuberculose.

Estudos apontam que, em 2015, havia cerca de 10,4 milhdes de novos casos
(incidentes) de tuberculose em todo o mundo, dos quais 5,9 milhdes (56%) estavam
entre os homens, 3,5 milhdes (34%) entre mulheres e 1,0 milhdo (10%) entre criancas.
Individuos infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV?) representavam
1,2 milhdes (11%) de todos os novos casos de tuberculose. Seis paises
representavam 60% dos novos casos: india, Indonésia, China, Nigéria, Paquistio e
Africa do Sul (WHO, 2016).

Apesar de alguns progressos para novos diagnoésticos, novas drogas e vacinas,
a pesquisa e desenvolvimento de novas técnicas e metodologia para diagnéstico e
tratamento da tuberculose ainda permanecem subfinanciados. Espera-se que até
2020 tenha-se alcancado uma reducdo de 35% no numero absoluto de mortes por
tuberculose (WHO, 2016). Entretanto, percebe-se uma grande quantidade de pessoas
sem o diagnoéstico adequado e, um outro grupo de individuos, que mesmo
diagnosticados, ndo realiza o tratamento especifico. Tecnologias de ponta para
diagnostico — culturas em meio liquido automatizadas e técnicas moleculares — n&do
sao amplamente empregadas, pois ainda sao caras.

Um dos métodos de deteccéo direta do agente da tuberculose pulmonar é feito

manualmente com a utilizacdo de microscépios o6ticos para a identificacdo do bacilo.

1 Abreviatura do termo inglés Human Immunodeficiency Virus, traduzido para portugués como Virus
da Imunodeficiéncia Humana.
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Esta analise € demorada, tediosa e requer especialistas altamente treinados, pois 0s
bacilos da tuberculose, no momento da analise microscopica, mesmo utilizando
técnicas de pigmentacdo através da coloragdo, nem sempre sao encontrados em
grandes quantidades, além disso, sdo de dificil detec¢cdo quando a doenca estd em
seu estagio inicial. Especialistas laboratoriais podem demorar até 40 minutos para
conseguirem concluir a analise de uma unica amostra, uma vez que o Ministério da
Saude, recomenda que sejam analisados no minimo 100 campos microscopicos, Nos
quais sejam visualizados elementos celulares de origem pulmonar, para que se tenha
uma boa sensibilidade no exame (BRASIL, 2005).

Diante do exposto, existe uma grande lacuna a ser explorada na criacdo de
métodos automéaticos de baixo custo, para detectar infec¢cdes causadas por
micobactérias, tuberculose e outras formas de infec¢Bes, que possam ajudar na
agilidade na deteccédo precoce da doenca, podendo diminuir consideravelmente o
inicio do tratamento, 0 monitoramento terapéutico de pacientes em tratamento com
antituberculostéticos e, consequentemente, a morte de milhares de pessoas em todo
0 mundo.

Atualmente a utilizacdo de técnicas de analise e Processamento Digital de
Imagens (PDI) para identificar objetos é frequente. Bons exemplos desta utilizacédo
sao a identificacdo biométrica atraves de Impresséao Digital, Reconhecimento Facial,
Geometria da Mao, Iris (BOECHAT, 2008) , chegando a criacdo de filmes através da
captura de movimentos, utilizando processamento de imagens.

Diante da epidemia mundial da Tuberculose (TB) Pulmonar presenciada
atualmente, conforme a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) vem relatando nos
altimos anos, juntamente com a evolucao das técnicas de processamento de imagem
digital, este trabalho propde o desenvolvimento de um modelo, baseado em técnicas
de Processamento Digital de Imagens, que devera identificar os Bacilos Alcool-Acido
Resistentes (BAAR) a partir de imagens microscopicas adquiridas a partir de amostras
preparadas em laminas e coradas através da técnica de coloracéo de Ziehl-Neelsen,
realizando o diagnostico automatizado de forma rapida, eficiente e precisa.

1.2 Problema

Com o intuito de obter agilidade na detecc¢éo e diagndéstico da Tuberculose (TB)

Pulmonar e, consequentemente, iniciar precocemente o tratamento e assim contribuir
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para a reducdo de mortalidade pela doenca, o estudo proposto pretende responder a
seguinte questdo: como o0 processamento e andlise digital de imagens
microscopicas conseguird agilizar a detec¢cdo do bacilo da Tuberculose (TB)

Pulmonar?

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo propor uma metodologia baseada em técnicas
de Processamento Digital de Imagens, que sera utilizada em um protétipo de software,
para tornar mais rapido e eficiente o diagnostico da tuberculose, diminuindo os riscos
de falhas humanas nas analises microscopicas realizadas manualmente por

especialistas laboratoriais.

1.3.2 Obijetivos especificos

Sao objetivos especificos deste trabalho:

a) analisar técnicas de Processamento Digital de Imagens (PDI);

b) propor um modelo de PDI que seja capaz de processar, analisar e identificar
0 bacilo da tuberculose;

c) desenvolver um prot6tipo utilizando linguagem C# e biblioteca Emgu CV para
esta finalidade;

d) validar o modelo proposto através do protétipo que sera desenvolvido; e

e) ajustar o modelo, se necessario, para obter uma boa acuréacia.

1.4 Justificativa

O trabalho proposto torna-se justificavel pela sua importancia e contribuicao
para a sociedade, instituicOes e organizacfes de saude que tenham interesse em
agilizar a deteccdo de Bacilos Alcool-Acidos Resistentes, mais especificamente da

tuberculose pulmonar, através do PDI. Deveréa contribuir ainda com pesquisadores e
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organizacbes do ramo tecnolégico que tenham o interesse no diagnostico
automatizado do bacilo da TB pulmonar.

Apesar da importancia da deteccgédo e tratamento da doenga e sua gravidade,
que foi responsavel por cerca de 1 milhdo de mortes em 2015 (WHO, 2015), néo foi
encontrada uma abordagem que agilizasse o diagndstico por observacdo direta do
bacilo, com eficiéncia e de forma automatizada, conforme pesquisa realizada e
demostrada no Quadro 1 do capitulo 3.

Acredita-se que através deste estudo, e com o algoritmo ideal no
processamento e analise das imagens digitais microscoépicas, torne-se possivel
agilizar o diagnéstico da TB pulmonar em amostras analisadas. Este estudo foi
fundamentado com a perspectiva de desenvolvimento de um software utilizando a
biblioteca Emgu CV através da linguagem de programacdo .Net C#, onde sera
possivel desenvolver um algoritmo que devera analisar ndo s6 uma, mas centenas de
imagens da mesma amostra, para realizacdo do diagnostico automatizado da TB
pulmonar com maior rapidez e eficiéncia que as analisadas atualmente por

microscopia Otica convencional.

1.5 Estrutura do projeto

O capitulo 1 é dividido nas secfes introducdo, identificacdo do problema
abordado, objetivos gerais e especificos, justificativa do projeto de dissertacao e, por
altimo, sua estrutura. Na introducdo é apresentada a forma como € realizada a
deteccdo e o diagndstico da TB pulmonar e também estatisticas relacionadas a
epidemia de tuberculose no plano nacional e mundial. A finalidade é contextualizar e
fornecer informacdes gerais sobre o problema abordado nessa dissertagao.

O capitulo 2 contém o referencial tedrico para esse trabalho. Nele sao
discutidas: a patologia da tuberculose pulmonar; a forma como é realizado o seu
diagndstico atualmente; assim como questdes relacionadas a microscopia e
visualizacéo dos bacilos, com microscoépio; e técnicas de processamento de imagens,
candidatas a serem utilizadas para o desenvolvimento desse projeto. Esse contetdo
forma a base para a elaboracdo do modelo proposto nesta dissertacdo e da suporte a
esta pesquisa, tanto do ponto de vista tedrico quanto pratico.

O capitulo 3 apresenta a Revisdo Sistematica de Literatura (RSL), realizada

para identificar modelos e técnicas que tenham semelhancas ao trabalho aqui
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proposto, de identificacdo do bacilo de tuberculose a partir de imagens digitais,
utilizando técnicas de PDI. Neste capitulo sdo apresentados ainda os resultados
obtidos pelos autores. De todos os trabalhos pesquisados, apenas trés utilizam o PDI
para identificagdo da tuberculose, todavia, com um fluxo de trabalho diferente do
apresentado nesta dissertacao.

O capitulo 4 discute a metodologia adotada para elaboracdo do modelo e
protétipo desta dissertacdo. O protétipo utiliza a biblioteca aberta OpenCV para
detectar e contar os bacilos da tuberculose.

O capitulo 5, por sua vez, traz os resultados obtidos com o software
desenvolvido, com experimentos realizados em laminas contendo amostras de
pacientes com e sem bacilos da tuberculose. Enquanto o capitulo 6 debate as

conclusdes e as perspectivas abertas por essa dissertagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tuberculose pulmonar

A tuberculose pulmonar € uma infec¢ao crénica cujo principal sintoma € a tosse
seca ou produtiva, sendo o homem o principal reservatorio. E causada por bactérias
do complexo Mycobacterium tuberculosis, o qual é constituido de um grupo de
espécies geneticamente muito semelhantes, mas com caracteristicas fenotipicas
diversas. De todas as espécies do complexo, a espécie Mycobacterium tuberculosis
€ a mais estudada (FORRELLAD et al., 2013).

A palavra "tuberculose" vem do latim tuberculum, diminutivo de tuber que
significa “tumor”, referindo-se aos ndédulos que a doenca causa no pulmdo. O
Mycobacterium tuberculosis surgiu ha milhares de anos, isto é sabido pelo fato desta
bactéria ter sido encontrada em autopsias de mumias egipcias, o que comprova sua
existéncia milenar. Foi descrito por Robert Koch, bacteriologista aleméo, em 1882,
sendo, por isso, também chamado de Bacilo de Koch (BK), em sua homenagem
(DANIEL, 2006)

A doenca causada pelo bacilo de Koch é altamente contagiosa. Em 2015 cerca
de 10,4 milhdes de pessoas em todo o mundo estavam infectadas pelo
Mycobacterium tuberculosis (WHO, 2016). A bactéria é transmitida pelo ar, por meio
de aerossois provenientes de fala, tosse ou espirro de individuos infectados, que
podem permanecer dispersos no ar, durante horas. Uma pessoa, ao respirar o ar
contaminado, inala as micobactérias, que se instalam nos pulmdes. Quando a
infeccdo estda em estado latente e o individuo ainda ndo apresenta sintomas, a
transmissdo nao ocorre. A tuberculose pode permanecer oculta, sem causar dano
algum por varios anos e, eventualmente, nunca causar doenca em pessoas
saudaveis. Em poucos casos, a doenca se manifesta logo no primeiro contato do
corpo com a bactéria Mycobacterium tuberculosis (TB, 2016).

A tuberculose € responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade. Em
2015 ocorreram aproximadamente 1,4 milhbes de mortes pela doencga, e outras 0,4
milhdes de mortes resultantes da tuberculose entre pessoas portadoras do virus HIV
(WHO, 2016). Mesmo com o indice de mortalidade caindo entre 2000 e 2015, a

doenca foi uma das dez principais causas de morte no mundo em 2015. Com alta taxa
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de incidéncia, conforme apresentado na figura a seguir (FIG. 1), a tuberculose é

responsavel por mais obitos que o HIV e a maléria juntos.

Figura 1 — Paises com maior incidéncia de tuberculose no mundo em 2015

INCIDENCIA POR CADA 100 MIL HABITANTES
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Fonte: elaborado pelo autor, com base em OMS (2016).

A tuberculose tem cura, mas o sucesso do tratamento da doenca esta
diretamente associado a conscientizacdo do paciente sobre a gravidade da doenca, a
necessidade de continuidade do tratamento prescrito e, principalmente, a importancia
da regularidade no uso dos medicamentos. Altas taxas de cura ocorrem quando os
farmacos especificos sao indicados corretamente, de acordo com o perfil de
suscetibilidade da bactéria, sdo administrados em doses corretas, pelo tempo
adequado e com adesdo do paciente até o fim do esquema prescrito, sem abandono
do tratamento. Com a juncao desses fatores supracitados, pode-se alcancar taxas de
até 95% de cura (BRASIL, 2011; HABAHY et al., 2017).

A prevencdo da doenca pode ser feita pela vacinacdo com a vacina Bacillus
Calmette-Guérin (BCG), disponibilizada de forma gratuita pelo Sistema Unico de
Saude (SUS), pelo diagnostico e tratamento precoces e pelo tratamento das formas
latentes de infec¢do. A vacinagédo previne formas graves da doenca, como por
exemplo a meningite, mas tem pouca eficacia contra a tuberculose pulmonar. A
infeccdo na sua forma latente pode ocorrer em funcdo do contato com individuos

sintoméaticos. Neste caso, 0 tratamento pode ser instituido para prevenir o
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desenvolvimento da doenca, em especial quando ha outros fatores de risco, como a
imunossupressao (PEREIRA et al., 2007).

2.2 Diagnostico

A diagnoéstico clinico de tuberculose pode ocorrer através do exame fisico,
considerando os sinais e sintomas apresentados pelo paciente e através dos sons
pulmonares produzidos durante a respiracao. Entretanto, o diagndstico clinico precisa
ser confirmado por testes laboratoriais. Testes complementares de imagem, como o
raio-X de torax, também podem ser realizados.

O diagndstico laboratorial da tuberculose pulmonar pode ser realizado pela
baciloscopia, teste rapido molecular e cultura, na qual se tem o isolamento e
identificacdo da micobactéria. A cultura € o padrdo ouro de diagnostico, mas é
limitada em funcdo do crescimento lento das micobactérias, o que torna o
diagnéstico demorado, bem como pela necessidade de estrutura fisica adequada do
laboratoério e qualificacdo da equipe técnica. O teste rapido molecular é indicado
como ferramenta inicial de diagnostico, em funcdo de maior sensibilidade e
especificidade em amostras respiratérias e extrapulmonares, quando em
comparacao a baciloscopia (SULIS et al., 2016). Entretanto, o teste rapido molecular
tem um custo consideravel, ndo sendo disponivel na maioria dos laboratérios da rede
privada.

O teste cutaneo, realizado pela inoculacdo intradérmica de um derivado
proteico do Mycobacterium tuberculosis no antebraco do paciente, seguida de
observacédo da reacdo de hipersensibilidade na regido onde a substancia foi injetada
apoés cerca de 48 a 72 horas, ou ainda 96 horas, ndo é muito indicado (BRASIL, 2014).
Podem ocorrer falso-positivos em pacientes vacinados com a BCG, principalmente se
vacinados (ou revacinados) apés o primeiro ano de vida, quando a BCG produz
reacbes mais duradouras. JA um resultado falso-negativo pode acontecer com
pessoas que nao respondem a substancia injetada no exame: idosos com mais 65
anos, criangcas com menos de 3 meses de vida, paciente com desidrata¢gédo acentuada

e mulheres em periodo de gestag¢édo (BRASIL, 2011).
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2.3 Baciloscopia

A baciloscopia consiste no exame direto da amostra biol6gica apos coloracéo
especifica, para a pesquisa do bacilo por microscopia Optica. E um teste de rapida
execucao e baixo custo, mas depende da experiéncia do observador.

O M. tuberculosis tem forma de bastonete e por isso € classificado
morfologicamente como bacilo, tendo um formato reto ou ligeiramente curvo (FIG. 2).
Pode medir de 1um de comprimento por 0,2um de largura, podendo chegar a 10um
de comprimento por 0,6um de largura (LOGAN, 1994).

Figura 2 — Exemplo bacilo tuberculose em forma de bastonetes
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Fonte: elaborado pelo autor.

De maneira a detectar a bactéria, utiliza-se frequentemente a técnica de
coloracdo de Ziehl-Neelsen, que foi desenvolvida em 1882, por Franz Ziehl, e
posteriormente alterada por Friedrich Neelsen. Este método de coloracdo permite
detectar os microrganismos que possuem paredes celulares constituidas de um
material ceroso, as quais sao capazes de resistir a descoloracao pela mistura alcool-
acido, depois de coradas a quente pela fucsina basica. A propriedade de resisténcia
ao alcool-acido, evidenciada pela coloracao de Ziehl-Neelsen, esta relacionada com
a composicdo da parede celular das micobactérias, que € constituida por acidos
graxos de cadeias longas, conhecidos como acidos micdlicos. Esta propriedade é a
caracteristica mais importante para a analise por microscopia, pois permite que o
bacilo assuma coloragéo rosada, facilitando a visualizagdo do mesmo na amostra. Por
este motivo, os bacilos sdo conhecidos como Bacilos Alcool-Acido Resistente
(LOGAN, 1994).
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A fucsina fenicada atuando, ira corar todas as células bacterianas e outras
estruturas presentes no esfregaco de vermelho. A mistura alcool-acido € aplicada para
descorar todas as bactérias, exceto as resistentes a este processo de descoloracéo,
que permanecem coradas de vermelho pela fucsina. As bactérias que foram
descoradas pela mistura alcool-acido assumem a cor azul do corante de contraste
(azul de metileno). Assim, as bactérias serdo visualizadas através do microscopio da
seguinte forma:

a) Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR): coradas de vermelho; e
b) Bactérias Ndo Alcool-Acido Resistentes: coradas de azul.
Nas imagens de baciloscopia é comum encontrar aglomerados de bacilos da

tuberculose pulmonar, conforme mostra a figura a seguir (FIG. 3).

Figura 3 — Lamina corada pela técnica de coloracdo Ziehl-Neelsen e
bacilos da tuberculose pulmonar aglomerados
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Fonte: elaborado pelo autor.

2.4 Técnicas de microscopia

A microscopia € um conjunto de técnicas que possibilitam uma melhor
compreensao, observacado e manipulacao de estruturas que se encontram abaixo do
limite de resolucdo do olho humano, que séo objetos com tamanhos em torno de 0,2
mm. Embora a data do primeiro uso de uma lente de aumento seja um pouco
misteriosa, sabe-se que as lentes de aumento iniciais eram conhecidas como lentes

de méo, também chamadas de lupas (MASTERS, 2008). A utilizagdo de microscépios
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permitiu, ao longo do tempo, um aumento gradativo do poder de ampliacao associado
a uma melhoria na resolucdo, que vem evoluindo com o tempo e 0s avangos
tecnoldgicos.

Os microscopistas iniciais foram prejudicados pela mé qualidade das lentes. As
aberracdes, como sdo chamadas estas distor¢des, foram parcialmente corrigidas em
meados do século XIX, com a introducdo das lentes objetivas acromaticas, que
reduziu a aberracdo cromatica (distor¢cdes de cor), mas ainda néo corrigiu totalmente
as aberracdes. Em 1886, o trabalho de Ernst Abbe com Carl Zeiss levou a producéao
das lentes objetivas apocromaticas baseadas, pela primeira vez, em principios 6ticos
(FIG. 4). Estas objetivas proporcionaram imagens com aberracao esférica e livre de
distor¢des de cor (aberracdo cromatica) (PIERINI; MAXFIELD, 2003).

Figura 4 — Niveis de correcdo Optica para aberracdo em lentes objetivas:
a) objetivas acromaticas; b) objetivas semiacrobaticas; c) objetivas
apocromaticas

Fonte: Davidson e Abramowitz (2002).

Vérios anos depois, em 1893, o professor August Kéhler introduziu um método
de iluminacao que ele desenvolveu para otimizar a fotomicrografia, permitindo que os
microscopistas aproveitassem ao maximo o poder de resolucéo das lentes objetivas
(DAVIDSON; ABRAMOWITZ, 2002), o qual vem sendo utilizado até hoje na chamada

microscopia Otica convencional.
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Figura 5 — Funcionamento microscoépico 6ptico com iluminacéo Kohler
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Fonte: Amaral e Branco (2017).

Em 1931, o fisico aleméo Ernst Ruska e seus colaboradores apresentam o
primeiro Microscépio Eletrbnico de Transmissao (MET). A projecao deste aparelho e
a sua importancia foi tdo grande que 55 anos apoés, em 1986, Ruska recebeu o Prémio
Nobel de Fisica pelo MET com ampliacao (até 300 mil vezes). Em 1939 a empresa
Siemens produz o primeiro microscopio de transmissdo comercial (DAVIDSON;
ABRAMOWITZ, 2002).



Figura 6 — Esquema do interior de um MET
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Fonte: Ramos (2013).

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), apesar de possuir um principio
de funcionamento semelhante, inclusive com estruturas e mecanismos iguais, como
por exemplo, o uso de lentes magnéticas, a formacdo da imagem nessa microscopia
ocorre de maneira diferente. Nessa técnica, as imagens sdo formadas por sinais
coletados apés a amostra ser “varrida” pelo feixe de elétrons. No preparo da amostra

para Microscopia Eletronica de Varredura, o material precisa ser fixado com uma

solucdo contendo aldeidos e desidratado.
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Figura 7 — Esquema do interior de um MEV

Canhdo  Fonte de energia

eletronico

Lentes
condensadoras

Monitor
(imagem obtida através
de um tubo de raio catédicos )

Controles da
posicao do
material

Detector de elétrons
secundarios

Fonte: adaptado pelo autor, com base em Amaral e Branco (2017).

A interacdo de materiais biolégicos com o feixe de elétrons é fraca, assim, para
a amostra ser analisada ela precisa passar por um processo denominado de
metalizacdo, para isso sdo adicionados materiais condutores em sua superficie,

normalmente atomos de ouro, conforme figura a seguir (FIG. 8).

Figura 8 — Formiga pronta para ser visualizada e analisada através da
MEV

Fonte: Amaral e Branco (2017).
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Por fim, o desenvolvimento da microscopia eletrénica tem permitido grandes
avancos em pesquisas microscopicas, contudo, apesar de toda a versatilidade dos
microscoépios eletrénicos e, principalmente, da qualidade extraordinaria das imagens
gue podem ser capturadas por meio deles, dois fatores nao favorecem sua utilizacao
no dia-a-dia. A preparacdo das amostras para a microscopia eletrénica requer muito
cuidado e precisam passar por varias etapas até estarem prontas para serem
analisadas. Tem custo muito elevado, comparando com microscopios Oticos
convencionais, e por isso sao encontrados quase que em sua totalidade em grandes
centros de pesquisa, inviabilizando a utilizacdo da microscopia eletrénica de forma
rotineira em laboratorios e/ou em outros centros de referéncia na area de saude.

Dentre as técnicas de microscopia acima demostradas, a mais utilizada em
laboratérios e outros centros de referéncia na area de saude, pelo baixo custo do
microscopio e de seus componentes, em relacdo aos custos da microscopia
eletrbnica, e que é suficiente para observacéo, deteccdo e contagem do bacilo da

tuberculose, é a microscopia convencional.

2.5 Andlise e Processamento Digital de Imagens

O processamento de imagens digitais € realizado de modo que uma imagem
corresponda aos julgamentos visuais humanos. Entdo, para que o objetivo do
processamento de imagem possa ser devidamente definido, necessario se faz
entender como funciona a visdo humana.

A luz refletida do objeto entra na camada externa que cobre a frente do olho,
que é chamado de cérnea. Paralelamente, a luz passa através de um fluido aquoso.
Entdo a luz atinge a iris, que pode contrair ou dilatar para limitar ou aumentar a
guantidade de luz que atinge o olho. Atravessando a iris, a luz agora chega a pupila,
um ponto preto no centro dos olhos, e depois atinge o cristalino, que pode mudar sua
forma para obter foco na luz refletida de um objeto mais préximo ou de um objeto mais
longe.

No entanto, ao contrario dos seres humanos, que se limitam a banda visual do
espectro eletromagnético, as maquinas de captura de imagem abrangem quase todo
0 espectro eletromagnético, variando de gama para ondas de radio, e podem operar
em imagens geradas por fontes que os olhos humanos nédo estdo acostumados a se

associar. Estes incluem ultrassom, microscopia eletrénica e imagens geradas por
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computador. Assim, o processamento de imagens abrange um amplo e variado campo
de aplicacdes (GONZALEZ; WOODS, 2007).

Uma imagem pode ser definida matematicamente como uma funcgao f(X,y) que
foi discretizada tanto em coordenadas espaciais, quanto em brilho e pode ser
representada por uma matriz com duas dimensdes. Cada elemento desta matriz é
chamado de pixel ou pel, derivado do termo "picture element” e, normalmente, o
tamanho dessa matriz é de algumas centenas de pixels por outras centenas de pixels,
e nestes pixels existem varias dezenas de possiveis niveis de cores, para imagens
coloridas, ou dezenas de niveis de cinza, para imagens preto e branco. A altura e a
largura representam a localizagdo do pixel e um terceiro valor representa a cor ou

intensidade do pixel. Assim, o arranjo de uma imagem digital parece assim:

flz,y) =

f|;_";'.1;| f:j_":'_'_?;u f[_"\'z._"fj:
L J

ComO0=f(x,y) =G -1, onde geralmente N e G sdo expressos como poténcias
inteiras positivas de 2(N = 2", G = 2™) (PETROU,2010).

Cada pixel tem um unico valor de cor e de intensidade e este arranjo é chamado
de bit map. Uma vez que se tem uma imagem codificada como matriz, pode-se aplicar
diversos algoritmos para processar, analisar e entender a imagem, em escala de
cinza, composta por preto e branco, conforme demonstrado na figura seguinte (FIG.
9), que ilustra a organizacdo matricial correspondentes aos niveis de cinza de uma
imagem digital, expressos entre 0 (zero), para preto, até 1 (um), para branco. Ou em
imagem colorida, onde a cor de cada pixel € uma combinacdo das cores basicas, que
sdo compostas pelas cores Vermelho, Verde e Azul.

De forma geral, as cores sdo determinadas pela quantidade de bits utilizados.
Um bit permite representacao de duas cores, 0 (zero) para preto e 1 (um) para branco,
tendo como definicdo matematica 2 e uma imagem final em preto e branco. Assim
sendo, com n bits pode-se representar 2" tons de cinza ou em cores, nas combinacdes

para alcancar a cor geral. O padrédo mais utilizado é de 8 bits por canal de cor, ou seja
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24 bits de cores, que correspondem a aproximadamente 60.700.000 cores, que
também é chamada de Truecolor (GOMIDE, 2014).

Figura 9 — Estrutura matricial da imagem
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Fonte: adaptado de Eddins (2002).

A percepcao cromatica, ou percepcdo de uma imagem colorida, baseia-se na
teoria de Yoong em 1801, que estabelece que os cones, células fotossensiveis que
compdem a retina juntamente com o0s bastonetes, dividem-se em trés classes, com
diferentes maximos de sensibilidade em torno do vermelho (R - Red), verde (G -
Green) e azul (B - Blue). Dessa forma, todas as percepcdes de cores pelo olho
humano, sdo derivadas das combinacdes das intensidades recebidas destes trés
cones (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999).

RGB é a abreviatura do sistema de cores aditivas, em que o Vermelho (Red),
o Verde (Green) e o Azul (Blue) sdo denominadas cores primarias aditivas, e através

da combinacdo de uma ou mais dessas cores € possivel obter qualquer outra cor. O
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propésito principal do sistema RGB é a reproducdo de cores em dispositivos
eletrbnicos como monitores de video (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999),
monitores de TV, retroprojetores, scanners, cameras digitais e outros.

O modelo de cor RGB também é baseado em um sistema de coordenadas
cartesianas; contudo, recebendo em cada coordenada um valor para o canal R (Red),
um valor para o canal G (Green) e um valor para o canal B (Blue), e que pode ser visto
como um cubo, onde trés de seus vertices sdo as cores primarias, outros trés as cores
secundérias; o vértice junto a origem € o preto e 0 mais afastado da origem

corresponde a cor branca, conforme ilustrado na figura a seguir (FIG. 10).

Figura 10 — Modelo RGB

A Ciano

1
zul .{1}.0. J

E=zcala de Cinzas

Magenta N

Branco

Verde
(0,1,0)

Vermelho

(1,0,00 Amarelo

R
Fonte: Marques Filho e Vieira Neto (1999).

Para processar uma imagem, deve-se levar em conta alguns fatores, como a
aguisicdo e o armazenamento. A aquisicdo determina a qualidade dos dados da
imagem, pois uma aquisi¢cao fora dos parametros desejados poderéa afetar os dados
referentes aguela imagem e, consequentemente, sua analise. O processamento se
dard a partir de uma imagem ja armazenada na base de conhecimento. Entéo, é
necessario entender os varios formatos para armazenamento de imagens, pois nao

existe um sO padrédo para o cabecgalho ou formato de armazenamento de imagens,
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também denominados de Codecs, que é o acronimo de Codificacdo e Decodificacao.

Alguns dos formatos mais comuns de Codecs sao:

a) Joint Photografic Experts Group (JPEG): € o método de compressdo mais
adequado para imagens com muitas cores, 16.8 milhdes ou 24 bits;

b) Tag Image File Format (TIFF): suporta cores até 48 bits, ou uma palheta de 65.536
cores, além disso, é suportado em diversas plataformas de Sistemas Operacionais;

c) Graphics Interchange Format (GIF): suporta cores de até 24 bits numa palheta de
256 cores em imagens de 65.536 x 65.536 pixels. Permite armazenamento de
multiplas imagens no mesmo arquivo, possibilitando animacdes; e

d) Bitmap (BMP): suporta cores com até 24 bits. Pode, ou néo, ter compresséo e &
pouco suportado em outros sistemas que ndo sejam PC e Macintosh. Os arquivos
de bitmap do Windows, que sdo armazenados em um formato de “Bitmap
Independente do Dispositivo” (DIB?).

O processamento de qualquer tipo de imagem que resulte em outra imagem,
ou um conjunto de medidas associado a essa imagem, é conhecido como
Processamento Digital de Imagem, mostrado na figura seguinte (FIG. 10). E usado
pela aplicacdo de procedimentos de processamento de sinal normal em sinais
bidimensionais (2D).

O processamento de imagens é uma area de pesquisa de informatica que
comecou na década de 1950, com a criagéo do Central Processing Unit (CPU). Desde
a década de 1960 vem em constante crescimento. Contudo, nas ultimas duas décadas
teve um crescimento muito significativo. Esta area de pesquisa esta em crescente
desenvolvimento e existe uma grande quantidade de aplicacbes onde o
Processamento Digital de Imagem ¢é utilizado atualmente, tais como: orientacdo
autdbnoma, vigilancia automéatica através de captura de movimento, aprimoramento de
imagens médicas para melhor diagnostico, captura de movimentos para serem
utilizados em filmes e jogos, dentre outros. Hoje em dia, h4 muitos softwares e
hardwares para uma ampla gama de propdsitos e o interesse no tépico, além de ser

alto, vem crescendo a cada dia.

2 Abreviatura do inglés Device Independent Bitmap, traduzido para portugués como Bitmap
Independente do Dispositivo.
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Conforme apresentado na figura a seguir (FIG. 11), a aquisi¢cdo de uma imagem
€ a primeira etapa do PDI, e € composta pela captura de imagem por meio de um
dispositivo (cameras de video, tomdégrafos médicos, scanners, satélites). A etapa do
pré-processamento tem como objetivo melhorar a qualidade da imagem, aplicando
técnicas que possam eliminar imperfeicdes ou degradacdes (PEDRINI; SCHWARTZ,
2008), ou seja, aprimorar a imagem para as etapas seguintes. A etapa de
segmentacdo é uma das areas mais complexas no PDI. Divide a imagem em
estruturas significativas que serédo utilizadas em outras etapas do PDI. Segundo
Gonzalez e Woods (2010), é o processo que fraciona uma imagem em suas partes ou
objetos constituintes. A etapa de extracdo de caracteristicas em imagens ja pré-
processadas e segmentadas, como o proprio nome diz, extrai atributos relevantes do
objeto de interesse. Ainda de acordo com Gonzalez e Woods (2010), sdo os
propriedades da imagem que resultam em alguma informacdo quantitativa de
interesse ou que possam ser utilizados para diferenciar uma classe de outra. Por
altimo, na classificacao e reconhecimento é feita a categorizacdo de elementos com
carateristicas semelhantes em classes e, consequentemente, é realizado
reconhecimento destas classes de forma supervisionada, utilizando exemplos de
treinamento ou comparacdo e a nhao supervisionada, utilizando algoritmos como

Bayesiano, K-Vizinhos, Redes Neurais, dentre outros.
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Figura 11 — Etapas do sistema de Processamento Digital de Imagens
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Fonte: adaptado de Pedrini e Schwartz (2008) e Gonzalez e Woods (2010).

2.5.1 Técnicas de PDI

Para obtencao de um resultado satisfatorio para uma determinada aplicacao no
PDI, em alguns casos deve-se levar em conta 0 aprimoramento da imagem a ser
analisada. Existe uma colecdo de técnicas que podem ser utilizadas para esse
aprimoramento como, por exemplo, as de realce, em que serdo enfatizadas as bordas
de certas regides das imagens, ou técnicas de remocéo de ruidos.

Existem diversas técnicas que podem ser aplicadas na imagem digital de forma
a facilitar o seu futuro processamento. Uma delas é a modificacdo do gréfico de
frequéncia dos niveis de cinza, também chamado de histograma de nivel de cinza. O
histograma de nivel de cinza lista todos os niveis de cinza que sdo usados na imagem
no eixo horizontal e indicando o nimero de pixels com cada nivel no eixo vertical.
Atualmente as imagens de nivel de cinza geralmente consistem em 256 niveis de
cinza, ou seja, 28, variando de 0 a 255, portanto, o eixo horizontal do histograma

também deve variar de 0 a 255. O eixo vertical varia em escala, dependendo do
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namero de pixels na imagem e da distribuicdo dos valores de nivel de cinza, conforme

apresentado na figura a seguir (FIG. 12-a).

Figura 12 — Histograma de niveis de cinza da imagem de Lena: a) Imagem
Original; b) Imagem com niveis de cinza corridos automaticamente utilizando
ferramenta GIMP
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Fonte: elaborado pelo autor.

Um conjunto de técnicas sdo utilizadas no histograma de nivel de cinza para
melhorar a aparéncia visual de uma imagem. Estas técnicas sao baseadas no
remapeamento dos niveis de cinza dentro de uma imagem, aplicando uma funcéo de
transformacéo. A funcéo de transformacéo a ser utilizada poderéa ser linear ou nédo
linear (KIND, 1997). Nesse tipo de transformacgéo, utilizando o remapeamento dos
niveis de cinza pode-se, por exemplo, ajustar o brilho de uma imagem, conforme

demonstrado na figura seguinte (FIG. 13-b).
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Figura 13 — Aplicacao de brilho em uma imagem: a) Imagem Original; b)
Imagem com correcao de brilho

Fonte: Kind (1997).

Operacdes espaciais sobre as imagens sdo formas de realcar ou suavizar
determinada imagem. A manipulacdo do contraste de uma determinada imagem, por
exemplo, pode ser realizada através da aplicacdo de uma transformada T no nivel de
cinza de cada pixel da imagem através da operacdo espacial sobre esta imagem,

conforme figura a seqguir (FIG. 14).

Figura 14 — Operacéao ponto a ponto com transformada T, aplicada
ao contraste da imagem

fx.y) = hEx.y) = 8(x.y)

Fonte: elaborado pelo autor.

A remocado dos ruidos das imagens é realizada através de um conjunto de

técnicas de aprimoramento de imagens. Ruidos sao variacdes aleatdrias nos valores
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do sinal, em cada pixel, causadas no ato da captura ou digitalizacdo da imagem. Estes
ruidos ndo podem ser eliminados totalmente, contudo, podem ser reduzidos por
diferentes técnicas de tratamento de sinal.

A utilizagdo de mascaras ou filtros também s&o muito empregados no PDI. De
forma geral, um filtro € conhecido como operador de vizinhanca, onde, tipicamente
cada elemento da mascara é multiplicado pelo valor do pixel correspondente e a soma
deste resultado é armazenado como novo valor para a imagem de saida.

O filtro espacial, como o filtro passa baixa e o filtro passa faixa, € um bom
exemplo de filtro que tem como técnica operacées com vizinhos. E, frequentemente,
aplicado para a suavizacdo de imagens, atenuar ou eliminar as altas frequéncias ou
uma frequéncia especifica, minimizando os ruidos da imagem. Contudo, tem como

desvantagem a diminuicdo da resolucdo, nitidez e definicho da imagem. E

implementado através de mascara que realizada a média da vizinhanca.

Figura 15 — Operacdo com vizinhanca utilizando mascara 3x3
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Fonte: elaborado pelo autor.

O filtro da Mediana, também muito utilizado para remoc¢éao de ruidos, tem como
caracteristica a ordenacdo de todos os vizinhos em ordem crescente, para assim
encontrar o valor da mediana, substituindo-o na imagem, conforme demonstrado na

figura seguinte (FIG. 16).
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Figura 16 — Operacéao com filtro mediana
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os Filtros Passa Alta, que séo frequentemente aplicados para realcar,
aumentar os detalhes e nitidez da imagem, atenuam e eliminam baixa frequéncia. O
efeito obtido é o de tornar mais nitidas as transicdes entre regides diferentes da
imagem. Com uma mascara especial para produzir um efeito de nitidez, deve sempre
apresentar coeficientes positivos nas proximidades do centro e negativos longe, com
a soma algébrica igual a zero. Com o Filtro Passa Alta a imagem resultante tem suas
arestas melhoradas através de uma das matrizes a seguir e apresentado na figura a
seguir (FIG. 17).



Figura 17 — Exemplo Filtro Passa Alta: a) Imagem original; b) Imagem com Filtro
Passa Alta aplicado
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Fonte: Kind (1997).

A deteccao de bordas em imagens digitais € comumente utilizada no PDI. Para
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a deteccdo de bordas utiliza-se habitualmente filtros espaciais lineares divididos em

dois tipos: a) baseados no gradiente da funcdo de luminosidade da imagem, b)

baseados no laplaciano. Ambos costumam ser aproximados, conforme demonstrado

na figura a seguir (FIG. 18), por mascaras de convolucéo ou operadores 3x3.
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Figura 18 — Exemplo de realce e deteccéo de bordas: a) imagem original; b)
realce de bordas utilizando operadores de Prewitt; c) realce de bordas utilizando
operadores de Sobte
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Fonte: Filho e Neto (1999).

AplOs a imagem ser aprimorada, pode-se selecionar uma certa regido de
interesse da imagem para analisa-la posteriormente. Esse processo é chamado de
segmentacdo de imagens. A segmentacdo € uma das partes mais importante no
processamento de imagens. O lema principal da segmentacao é reduzir a informacéo
para uma andlise facil. Uma grande variedade de métodos de segmentacdo foi
proposta nas ultimas décadas. A segmentacdo também é util na analise de imagens
e compresséo de imagem (YOGAMANGALAM; KARTHIKEYAN, 2013).

A Limiarizacdo (Thresholding) € um método bastante usado na segmentacao
de imagem. Consiste em separar regides de uma imagem quando esta apresenta
duas classes — que sédo, fundo e objeto —, inicialmente utilizando o valor de corte que
defina as classes como preto e branco.

No processo de limiarizacdo, os pixels conexos com valores acima do limiar
geram regides conectadas, os chamados blobs, ou point of interest (POI), bem

entendida como uma regiéo, conforme demonstrado na figura seguinte (FIG. 19).
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Figura 19 — Corte utilizando o valor 127 para Limiarizacéo (Thresholding)
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Fonte: Yogamangalam e Karthikeyan (2013).

A limiarizacdo tem melhor aplicabilidade em imagens que apresentam uma
tonalidade bem diferente do fundo da imagem. ApdGs a limiarizacdo, uma imagem
binaria é formada onde todos os pixels do objeto tém um nivel de cinza, por exemplo,
e todos os pixels de fundo possuem outro. A melhor limiarizacdo € aquela que
seleciona todos os pixels do objeto e os mapeia de forma a separar as regides da
imagem (FIG. 20).
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Figura 20 — Resultados apés aplicacao de Limiarizacdo (Thresholding): a)
imagem de uma particula de poeira urbana; b) histograma de nivel de cinza; c)
correlacdo em funcao do nivel Thresholding; d) a imagem resultante para um
limite de corte 186

b cccschocccdocaas

t t t t
50.0 100, 150, 200, 250.
GREYVALUE

0 e " - .
T ' ' *

Fonte: Kind (1997).

O Crescimento de Regido (Region Growing) tem como caracteristica agregar
pixels com propriedades similares e vizinhos em regides. Seu inicio se d4 com a
adocéao de pixels “sementes”, das quais inicia o crescimento de regides por meio de
incluséo de pixels vizinhos que tenham atributos similares, tais como, intensidade, cor,
textura, dentre outros. O crescimento ocorre iterativamente até que todos os pixels
processados estejam classificados e atribuidos a uma regido, conforme imagem a
seguir (FIG. 21).
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Figura 21 — Imagem segmentada do satélite LandSat

Original Mapa final

Fonte: Coutinho (1997).

O Divisor de Aguas (Watershed) é um método de segmentacéo baseado em
Crescimento de Regido (Region Growing) (FIG. 21). Contudo, nho método Watershed
a imagem é interpretada como sendo uma superficie topografica, na qual o conjunto
de pixels pode formar vales, que representam areas mais escuras, e montanhas, que
representam areas mais claras, ou seja, em imagens em nivel de cinza (FIG. 22).
Segundo Pedrini e Schwartz (2008), um processo de imersao simula a inundacéo da
superficie da imagem a partir de perfuracdes localizadas nas regides mais baixas da

superficie da mesma.

Figura 22 — Exemplo adaptador pelo autor, de vale gerado pelo Watershed
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Fonte: Eddins (2002).
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O método Binarizacdo Local (Local binarization), proposto por Kind (1997), que
baseia-se na aplicacdo da técnica de filtragem através de mascara de convolucéao
discreta, produz uma imagem transformada que pode ser facilmente limiarizada
usando 1 como valor de limiar (FIG. 23), utilizando uma mascara que pode ser criada

para ser adaptada para cada imagem, conforme exemplo na figura seguinte (FIG. 24).

Figura 23 — Resultado de método de Binarizac&o Local: a) Imagem original; b)
imagem binarizada através do método Binarizacao Local

Fonte: Kind (1997).

Figura 24 — Exemplo de criacdo de mascara para Binarizacao local
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2.5.2 Bibliotecas

Atualmente existe uma grande variedade de bibliotecas para PDI, de cédigo
aberto em C++, Java e outras linguagens de programacao, para processar e analisar
imagens, tais como:

e CImg € um kit de ferramentas C++ muito popular, pequeno, abrangente e de
codigo aberto, para processamento de imagem. O Cimg significa Cool Image,
é facil de usar, eficiente e pretende ser uma caixa de ferramentas muito
agradavel para projetar algoritmos de processamento de imagem em C++.
Devido a sua concepcdo genérica, pode abranger uma vasta gama de
aplicacoes de processamento de imagens (WHAT, 2004).

e O Pandore também é uma biblioteca C++ para processamento de imagens. A
versao atual contém operadores de processamento de imagem gue operam em
imagens grayscale, coloridas e imagens multiespectrais, 1D, 2D e 3D
(PANDORE, 2017).

e OpenCV (Open Source Computer Vision) € uma biblioteca para ser utilizada
através de funcdes e métodos, através de programacéao e inclui centenas de
algoritmos de visdo por computador. A biblioteca esta dividida em médulos e é
voltada, principalmente, para a visdo computacional em tempo real,
desenvolvida pelo centro de pesquisa da Intel Russia em Nizhny Novgorod, e
agora apoiada por Willow Garageand ltseez. E gratuito para uso sob a licenca
BSD de cdodigo aberto e possui interfaces em C, C++, Python e Java,
suportando Windows, Mac Os, iOS, Android e Linux (OPENCYV, 2018).

Para este trabalho, foi escolhida a biblioteca OpenCV, que contém mais de 500
funcbes que abrangem muitas areas de visdo, incluindo inspecdo de produtos de
fabrica, imagens médicas, seguranca, interface do usuario, calibracdo da camera,
visdo estéreo e robdtica. O OpenCV surgiu de uma iniciativa da Intel para avancar em
aplicacbes intensivas em CPU. E utilizado por grandes empresas (como: IBM,
Microsoft, Intel, SONY, Siemens e Google) e grandes centros de pesquisa (como:
Stanford, MIT, CMU, Cambridge e INRIA). Atualmente, OpenCV esta ativo no

desenvolvimento de diversas empresas. Teve seu inicio em 1999, em 2006 foi langcada
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a versao final 1. Em 2009 foi lancada a verséo 2, jA com interface em C++. A versao
3.0 foi langcada em 2015. Atualmente a biblioteca esta na verséo 3.3.

O OpenCV possui uma estrutura modular, o que significa que o pacote inclui
vérias bibliotecas compartilhadas ou estéaticas, o que facilitara a realizacdo de testes
e, principalmente, o desenvolvimento do prototipo para este projeto.

Os principais moédulos sao:

a) core. Core functionality: modulo compacto que define estruturas basicas,

incluindo a matriz multidimensional e as fun¢des basicas que servem de base para
serem utilizadas por todos os outros médulos;

b) imgproc. Image processing: um moédulo de processamento de imagem que inclui

fitragem de imagem linear e ndo linear, transformacdes geométricas de imagem,
conversao de espaco de cores, equalizacdo da imagem por histogramas, diversos
filtros para correcéo, diversas funcdes para realizacao de operacdes entre imagens,
além das funcbes de segmentacdo que sdo muito utilizadas no processamento e
andlise de imagens. Este foi o modulo que mais utilizamos no desenvolvimento do
protoétipo para este projeto;

c) features2d. 2D Features Framework: detectores de recursos salientes, descritores

e correspondentes de descritores; e

d) objdetect. Object Detection: deteccdo de objetos e instancias das classes.

Utilizado para deteccdo de objetos em videos e/ou cameras em tempo real de
processamento. Altamente utilizado em aplicacdes de reconhecimento facial.


http://docs.opencv.org/3.3.0/d0/de1/group__core.html
http://docs.opencv.org/3.3.0/d7/dbd/group__imgproc.html
http://docs.opencv.org/3.3.0/da/d9b/group__features2d.html
http://docs.opencv.org/3.3.0/d5/d54/group__objdetect.html
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3 TRABALHOS RELACIONADOS AO USO DE PDI E TUBERCULOSE

Com o objetivo de identificar trabalhos relacionados ao tema de pesquisa e
analisar os modelos utilizados pelos autores, foi realizada uma Revisao Sistematica
de Literatura (RSL).

A RSL, segundo Atallah e Castro (1998), € um estudo que deve ser realizado
de forma secundéria ou paralela, que tem por objetivo reunir estudos semelhantes,
publicados ou n&o, avaliando-os criticamente em sua metodologia e reunindo-0s numa
analise estatistica.

Durante a revisao, foram analisados os titulos e resumos para avaliar se o
trabalho pesquisado continha alguma contribuicéo relevante para este trabalho.

Foram realizadas pesquisas em diversas bases, utilizando as seguintes
expressoes e publicados no periodo de 2012 a 2017, conforme demostrado no quando
a seguir (QUADRO 1).

Quadro 1 — Estratégia de busca para RSL

Estratégia de Busca
PubMed Central® (PMC)
National Institutes of Health (NIH)
National Library of Medicine (NLM)
Base de dados | The Royal Microscopical Society (RMS) (ISSN: 0022-2720)
ELEKTRONIKA IR ELEKTROTECHNIKA (ktu) (ISSN: 1392-1215)
Archives of Clinical Microbiology (ISSN: 1989-8436)
IEEE Xplore Digital Library
Automated Microscopy;
Object classification;
Pixel classifiers;

Expressdes )
Segmentation;

Tuberculosis (TB);

Ziehl-Neelsen (ZN).
Fonte: elaborado pelo autor.

Apesar do numero de bases pesquisadas, conforme mostrado no quadro
anterior (QUADRO 1), foram encontrados apenas 10 trabalhos relacionados a
processamento digital de imagens microscopicas relevantes para esta pesquisa.

Contudo, somente 3 foram selecionados para serem analisados mais detalhadamente
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e apresentados, pois as técnicas utilizadas estavam de acordo com o trabalho
proposto.

Khutlang et al. (2009) utilizaram para a aquisi¢éo da imagem, a ser processada,
um microscépio com uma lente objetiva de 100x Oil, com abertura numérica de 1.4 e
nao foi utilizado qualquer filtro para a captura da imagem. Foram capturadas para o
trabalho um total de 100 imagens, numero de analises sugeridas pela OMS em se
tratando do diagnostico de tuberculose. Foi acoplada uma cémera digital com
resolucdo de 720x480 ao microscopio, com isso obtiveram imagens de 24 bits por
pixel. Nestas imagens capturadas, foram utilizadas uma combinacdo de
classificadores de pixels para que obtivessem melhor resultado da segmentacéo, pois
o método de classificacao individual poderia ndo ser tao eficiente.

O trabalho foi divido em 2 estagios, assim chamados, onde se obteve o
resultado das imagens processadas e classificadas a seguir.

A primeira fase da classificacdo usa classificadores de pixels que identifique os
objetos candidatos do bacilo usando informacdes de cores com o filtro gaussiano.
Entdo, o autor utiliza o filtro MoG (Mixture of Gaussian) (KHUTLANG et al., 2009),
assim denominado pelo autor. Assim, a primeira etapa foi a utilizacdo de
classificadores de pixel para segmentacéo, treinamento de classificador, avaliacdo de

classificadores da fase 1 (FIG. 25).

Figura 25 — Resultado do classificador (MoG)
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Fonte: Khutlang et al. (2009).
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Para a segunda fase, objetos adquiridos através da classificacdo da primeira
fase, sao filtrados por area (FIG. 26). O limiar foi definido em no minimo 50 pixels e

no maximo 400 pixels.

Figura 26 — Exemplo de objetos com limites detectados

o

Fonte: Khutlang et al. (2009).

Goyal et al. (2015), utilizam inicialmente a coloracdo de Ziehl-Neelsen em
relacdo a coloracao e técnicas de aplicacao de calor; contudo, € aplicada uma solucao
de 1% de carbol e aquecida novamente, apds 5 minutos é enxaguado suavemente
com &cido sulfdrico 25% e drenado na agua por até 3 minutos. Apds esse processo
de confecgéo da lamina esta amostra é inserida no microscopio digital para captura
da imagem, esta captura € submetida por um filtro de fluorescéncia digital.

Uma vez adquirida a imagem, para o processamento e analise, foi utilizada a
técnica de "tubeness", comumente utilizada para deteccao vasos sanguineos e rede
neural. Especificamente o filtro "tubeness" atribui um valor para cada pixel, indicando
a gual tubo este pixel pertence. Para calculo das medidas do filtro “tubeness” foi
utilizado a matriz Hessian, e com isso a forma do bacilo é detectada. Foi utilizada
ainda a técnica de limiarizacdo de Otsu thresholding, onde toda a imagem passa por
uma convolugdo com um filtro gaussiano com o desvio padrdo (sigma) antes de
calcular a matriz Hessiana em cada pixel.

A figura a sequir (FIG. 27) ilustra o processamento automatico de imagens das
laminas com esfregaco de escarro. A imagem RGB (FIG. 27-a), é convertida

primeiramente em escala de cinza (b), na qual é aplicada filtragem de “tubeness” (FIG.
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27-c). Entéo, é aplicado o filtro Otsu thresholding para separar as bactérias em forma
de haste ou em forma de tubo (FIG. 27-d), e através da analise de componentes
conectados € verificada cada regido de primeiro plano, conectada na imagem como
um objeto, separadamente (FIG. 27-e). Finalmente, as regides nao bacterianas, ou de
ruido, sdo eliminadas e apenas as bactérias da TB permanecem (FIG. 27-f). Entdo, o

namero de regides conectadas restantes € o niumero de bactérias TB detectadas.

Figura 27 — Fases do processamento automatico de imagens para deteccdo do bacilo
daTB

Fonte: Goyal et al. (2015).

Através das fases descritas, Goyal et al. (2015) obtiveram uma contagem final,
em comparacdo com a analise manual por especialistas, conforme tabela a seguir
(TAB. 1).
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Tabela 1 — Comparacao entre a contagem manual versus deteccdo automatica do
bacilo de TB (cada observacéao foi realizada trés vezes)

Contagem manual Contagem manual Contagem
Especialista 1 Especialista 2 automatica
Observacéo 1 13 15
Observacéo 2 12 14 14
Observacéo 3 14 15
Média 13 14,6

Fonte: Goyal et al. (2015).

Osman, Mashor e Jaafar (2012) centram-se na deteccdo automatizada de
bacilos da tuberculose em laminas que foram coradas com a técnica Ziehl-Neelsen,
utilizando um microscépio convencional sem filtro, deixando vérias tarefas de corre¢céo
para processamento de imagem na etapa de segmentacdo. A Extreme Learning
Machine (ELM) é o aperfeicoamento de uma técnica utilizada na inteligéncia artificial,
foi modificada para acelerar o treinamento do Hybrid Multilayered Perceptron (HMLP),
utilizado em algoritmos de rede neural. O estudo proposto € divido em quatro etapas
principais: captura de imagens, segmentacdo de imagem, extracdo de recursos e
classificacao.

A imagem foi capturada através de microscopio convencional, com tamanho de
800x600 pixels e 24 bits de resolucao RGB, salvas em formato bitmap (bmp). A técnica
de segmentacdo é utilizada para remover a superficie da imagem que nao esta

relacionada ao vermelho, o filtro k-mean com k=2 para segmentar a imagem.

Figura 28 — Resultado da segmentacédo ELM: a) Imagem original; b) filtro de cor com
base em CY; c) agrupamento de médias k=2
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Fonte: Osman, Mashor e Jaafar (2012).
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Ainda na etapa de segmentacdao, foi utilizada para remover através de um filtro
de mediano 5x5, todas as regibes relacionadas ao vermelho, que nao seréo
consideradas bacilos, seguido do filtro de crescimento de regido, eliminando assim,

artefatos indesejados e suavizar a imagem segmentada.

Figura 29 — Resultado da segmentacéo: d) filtro mediano; e) filtro “Region
Growind”

(d) (e)

Fonte: Osman, Mashor e Jaafar (2012).

Na terceira etapa, foi extraida da imagem uma série de atributos geométricos,
tais como: tamanho, que se refere ao numero de pixel de uma regido; raio, refere-se
a distancia do centroide da regido; forma, descreve o grau de circularidade;
excentricidade, definindo a propor¢cdo do comprimento da corda mais longa até a

corda mais longa perpendicular; dispersao, refere-se a razao entre o comprimento da
corda maior e a area.

Figura 30 — Representacgé&o do raio e centroide de um bacilo

Centroid

I min

Fonte: Osman, Mashor e Jaafar (2012).
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Na quarta e Ultima etapa, foi realizada a deteccéo e classificacdo. Todos os
atributos extraidos na fase anterior sdo submetidos ao HMLP-ELM. Com base no
namero de bacilos e possiveis bacilos, o presente estudo define a Confianca de
Deteccao (CoD), em porcentagem. Um baixo valor de CoD indica que uma grande
guantidade de possiveis bacilos foi detectada na imagem analisada.

Figura 31 — a) bacilos encontrados; b) possiveis bacilos
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Fonte: Osman, Mashor e Jaafar (2012).

Figura 32 — Detecc¢édo usando a rede HMLP-ELM: a) CoD = 71,79%; b) CoD

Fonte: Osman, Mashor e Jaafar (2012).
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4 METODOLOGIA

Esta pesquisa € de natureza aplicada e quantitativa, pois visa gerar
conhecimento para aplicacdo pratica, direcionado a solucdo de problema especifico
(GIL, 2002).

Jung (2004) afirma que a pesquisa aplicada, ou também conhecida como
tecnologica, tem como caracteristicas a aplicacdo de conhecimentos, a producao de
processos, produtos ou patentes e tende a gerar novas tecnologias e conhecimentos
gue sao decorrentes do processo de pesquisa.

O método de pesquisa que iremos utilizar neste estudo € o Design Science
Research (DSR), que busca gerar conhecimento sobre a concepcdo de um protétipo,
ou mesmo prescrever uma solucdo, além de fornecer um procedimento sistematico
gue orienta a conducao de estudos com o objetivo de projetar artefatos ou mesmo
prescrever solucdes, € composto por construir e avaliar se a solucao foi satisfatoria
em comparacgdo com as existentes. A construcao refere-se a construcao dos artefatos
para um proposito, enquanto € avaliada a verificacdo do desempenho dos artefatos
como uma solucéo visada (MARCH; SMITH, 1995).

Mesmo que o desenvolvimento de um artefato ndo seja suficiente para
caracterizar uma investigacdo como pesquisa de ciéncia de design, é essencial
certificar que o dispositivo atingiu 0s objetivos propostos originalmente pelo
pesquisador. Outra caracteristica da pesquisa em ciéncia do design é que, embora
seja uma abordagem orientada para a resolucdo de problemas, seu objetivo ndo é
desenvolver uma solucéo 6tima, mas sim uma solucdo satisfatoria em comparacao
com as existentes (DRESCH et al., 2015).

De acordo com Lacerda et al. (2013), a conducdo da pesquisa deve ser
baseada em um artefato viavel e que possa ser entregue, um software para
processamento e analise de imagens do bacilo de tuberculose, no caso deste
trabalho. Outro aspecto relevante é que, embora os problemas abordados pela Design
Science Research sejam especificos, as solu¢cbes devem ser capazes de generalizar
uma certa classe de problemas (VAN AKEN, 2004; SEIN et al., 2011; LACERDA et
al., 2013).

Na conducédo do método Design Science Research, utilizou-se a orientacao
descrita por Alan et al. (2004) e exige um "artefato proposital”, relevancia do problema,

avaliacao de design, contribuicbes de pesquisa, design de rigor de pesquisa, design
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como processo de busca e comunicacao de pesquisa. Além disso, o artefato inclui
construcdes, modelos e métodos que serao aplicados em fase de desenvolvimento e
uso do Sistema Especializado.

A Design Science Research é sempre descrita que sua principal saida é o
desenvolvimento de um produto, mas tem um objetivo mais amplo: gerar
conhecimento que seja aplicavel e util para a solugdo de problemas, melhoria de
sistemas ja existentes e, ainda, criacdo de novas solucdes e/ou artefatos (VENABLE,
2006).

O meétodo escolhido, Design Science Research e demostrado na figura 33, foi
0 proposto por Dresch et al. (2015), por ter melhor aderéncia a proposta deste
trabalho.

A primeira etapa compreende a identificagdo do problema. O modelo de PDI
para deteccdo automatica do bacilo de tuberculose, que trata com mais rapidez e
eficiéncia a deteccdo e consequente na contribuicdo do diagndstico e inicio do
tratamento, serd a base do prot6tipo que sera construido. Entdo, com a identificacéo
do problema, ter-se-4 como saida dessa etapa a questdo de pesquisa formalizada
(DRESCH et al.,, 2014), que é: como realizar a identificacdo do bacilo da
tuberculose de forma eficiente em uma imagem digital, diminuindo o tempo de
deteccédo através da microscopia convencional?

Na segunda etapa, neste estudo, foi realizada a Revisdo Sistematica de
Literatura (RSL), descrita no capitulo 3, onde foi realizado a identificacdo de trabalhos
semelhantes e quais modelos e técnicas de PDI foram utilizadas pelos autores para
deteccdo do bacilo de tuberculose.

Na terceira etapa, foram identificados os artefatos e definicdo da classe de
problema. Dresch et al (2014), nesta etapa foi possivel, que o pesquisador se depare
com um artefato pronto e ideal, que atenda plenamente as suas necessidades para
solucionar o problema. Neste estudo, foram identificados trés estudos relacionados a
deteccdo automatica de tuberculose pulmonar através de técnicas de processamento
e analise de imagem digital, utilizando técnicas diferentes. Além disso, o modelo a ser
elaborado por este estudo € diferente dos trabalhos mencionados no capitulo 3,
especialmente, devido as técnicas de processamento e andlise aplicadas neste
estudo, e disponibilizadas no OpenCV versdo 3.3, que serad a ferramenta para
desenvolvimento do prototipo proposto neste estudo.
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Na quarta etapa, foi realizada a proposicdo do protétipo para resolver o
problema especifico, neste estudo foi proposto o desenvolvimento de um protétipo
capaz de detectar o bacilo da tuberculose através de técnicas de PDI.

Inicialmente, foi proposto o modelo para deteccédo dos bacilos de tuberculose
através de uma imagem capturada através do microscopia convencional, conforme
figura a seqguir (FIG. 34). Deixando para estudos posteriores as diversas formas de
automacao da captura da imagem até a integracdo com um Sistema Laboratorial, mais
conhecido como Laboratory Information System (LIS).



Figura 33 — Saidas das etapas da Design Science Research
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Fonte: Dresch et al. (2015), p. 125.
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Figura 34 — Imagem microscépica capturada por iPhone, em microscépio com
lentes ocular 10x e objetiva 100x
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FBnte: elaborado pelo autor.

O primeiro modelo proposto foi composto da separacéo dos canais de cor,
através do processamento da imagem original e, em seguida, da equalizacdo do
histograma da imagem, utilizando a funcdo EqualizeHist() com valores padrdes da

biblioteca OpenCV, conforme demostrado na figura seguinte (FIG. 35).



61

Figura 35 — a) Canal Blue da imagem e resultado da equalizacéo por
Histograma; b) Canal Green da imagem e resultado da equalizacdo por
Histograma; c) Canal Red da imagem e resultado da equalizacao por
Histograma

Fonte: elaborado pelo autor.

Foi selecionado como entrada o resultado do processamento da imagem
apresentada na figura anterior (FIG. 35-b), por estar com os limites de tons de cinza,
entre regides de interesse bem definidos, para aplicar a segmentacao por limiarizacao,

conforme ilustrado na figura a seguir (FIG. 36).

Figura 36 — a) Imagem adquirida do canal Green; b) imagem com limiarizacéo
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Fonte: elaborado pelo autor.
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A partir dos resultados obtidos com a limiarizagdo aplicada em imagens com
escala de cinza, e antes de chegar ao modelo final, foi proposto outro modelo,
utilizando a limiarizagdo sem a transformacéo da imagem para escala de cinza,
utilizando os canais coloridos. A proposta consistiu em definir dois arrays com as
mesmas caracteristicas da imagem original. O primeiro array, contendo os limites
inferiores para cada um dos canais da imagem; e o segundo array, contendo os limites
superiores, também para cada canal de cor da imagem, parametrizados conforme

figura a sequir (FIG. 37).

Figura 37 — Tela de parametrizacdo e processamento de imagem
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Fonte: elaborado pelo autor.

De posse dos limites minimo e maximo, efetua-se a captura dos POls contidos
dentro dos limites definidos, gerando assim um terceiro array (FIG. 38-b), que sera
utilizado juntamente com a imagem original (FIG. 38-a), na aquisicdo da imagem
processada, conforme figura a seguir (FIG. 38-c), deixando evidente os pontos
encontrados nesta. Contudo, ap0s estas operacfes, observou-se que se tratava de
um método néo eficiente para o protétipo proposto, pois nas intersecdes das cores
dos bacilos e do azul da placa nao efetuava limiarizacdo desejada. Ora pegando
regides nao desejadas, ora deixando de selecionar POIs de grande importancia,

conforme destacado com circulos na figura a seguir (FIG. 38-c).
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Figura 38 — a) Imagens originais; b) imagens com threshold; c) imagens
processadas
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Fonte: elaborado pelo autor.

Foram testadas diversas técnicas de processamento de imagens. Foram
testados ainda filtros, conversdo de espacos de cores, equalizacdo de histograma,
alteracao de brilho e contrastes, algoritmos de segmentacao de imagens, célculos de
areas dos artefatos identificados e calculo de perimetro. Chegando, assim, ao modelo
capaz de detectar o bacilo da tuberculose pulmonar.

Depois de realizado o reconhecimento e, consequentemente, a deteccdo dos
POls dos bacilos da tuberculose, foi realizada ainda a contagem destes POls,
determinando assim a contagem dos bacilos da tuberculose na imagem processada
e analisada através do PDI, pelo protétipo denominado DetecBAAR.

Na quinta etapa foi definido o projeto do prototipo, neste trabalho denominado
protétipo. Onde foram descritas as fases do desenvolvimento do modelo, do protétipo
que foi desenvolvido em linguagem C#, utilizando a biblioteca de visdo computacional
OpenCV para aprimorar a imagem através de filtros e o processo de segmentacao.

Para melhor entendimento dos procedimentos de construcdo e validagao do
protétipo, estes foram demostrados de forma mais didatica na figura a seguir (FIG.
39).
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Figura 39 — Fases do desenvolvimento do protétipo
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nesta fase, ainda na quinta etapa do Design Science Research, foi realizada a
analise e determinacdo do melhor espaco de cores para trabalho com algoritmos de
segmentacao limiarizacdo. O espaco de cores que melhor se encaixou no modelo
proposto e implementado foi o HSV, utilizado na biblioteca OpenCV. O espaco de
cores HSV trata-se de uma transformacao néo linear do espaco de cores RGB. Este
modelo de cores emula, de perto, modelos de percepcédo de cores humanas, enquanto
em outros modelos de cor, como 0 RGB, uma imagem é tratada como um resultado
aditivo de das trés cores priméarias (GARCIA et al., 2015). Os trés canais HSV s&o
compostos por Hue (matiz) ou tonalidade, abrange todas as cores compostas pelo
especo de cor RGB. Saturation (saturacdo) ou pureza, e Value (valor) ou brilho,
demostrado na figura a seqguir (FIG. 40). Em outras palavras, a cor é definida a partir
de uma combinagdo simples de cores primarias. Com esta caracteristica a
segmentacdo com imagens neste padrdo se torna mais eficiente, pois é possivel
identificar um limite maior de cores com mais facilidade e com algoritmos de menor
complexidade, tornando o processamento e analise da imagem mais rapidos e

eficientes.
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Figura 40 — Representacédo gréafica do espaco de cor HSV

e

Fonte: Color (2017).

Na sexta etapa, onde foi desenvolvido o modelo e, consequentemente, o
protétipo para validar o modelo proposto, foram consideradas as etapas basicas de
um sistema de processamento de digital de imagens, proposto por Pedrini e Schwartz
(2008).

Figura 41 — Etapas de um sistema de Processamento de imagens

Problema

¥

Aquisi¢c 3o

¥

Pré-processamento

¥

Segmentag 3o

¥

Extracdo de
Caracteristicas

¥

Reconhecimento
c Interpretag 5o

Base de
Conhecimento

RN

Resultado

Fonte: Pedrini e Schwartz (2008).
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4.1 Aquisicao

Nesta etapa foi capturada uma imagem digital de uma lamina corada com
técnica de coloragdo Ziehl-Neelsen, através do microscopio convencional com lentes
ocular de 10x e objetiva de 100x OIL.

Para a primeira imagem adquirida, foi utilizado uma camera acoplada a um
celular iPhone 7 com 12 MP, zoom digital de 10x, lentes grande-angular com abertura
f/1.8 e teleobjetiva com abertura de f/2.8, conforme demonstrado em figura anterior
(FIG. 34).

Para a segunda imagem adquirida, conforme figura a seguir (FIG. 42), foi
utilizada uma camara digital de 8 megapixels para microscépio, modelo USB camera
de video CCD biologico microscopio, que foi acoplada a um microscopio comum.

Figura 42 — Imagem microscopica, captura por camera, USB camera de

video CCD biolégico microscopio, em microscopio com lentes ocular 10x

e objetiva 100x
A L . Al

- v

- ’0/ -
Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2 Pré-processamento
As imagens das laminas foram apenas redimensionadas de acordo com a
funcdo PyrDown() da biblioteca OpenCV, que normaliza e diminuiu a imagem, sem

perda de informacao, através da utilizacdo de calculos matematicos, melhorando o

desempenho do processamento da mesma.
4.3 Segmentacao

A segmentacdo por limiarizacdo, foi utilizada para a selecdo da regido de

interesse a ser trabalhada, conforme figuras a seguir (FIG. 43 e 44).

Figura 43 — Processamento e segmentacao Imagem capturada por iPhone 7
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 44 — Imagem processada e segmentada, capturada por, USB camera de
video CCD biologico microscépio
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.4 Extragcao de caracteristicas

Os atributos utilizados para caracterizar as imagens foram extraidos para a
deteccdo automatica do bacilo da tuberculose pulmonar, tais como area e perimetro
dos POlIs encontrados, conforme figura a seguir (FIG. 45).



Figura 45 — a) Imagens originais b) imagens segmentadas por limiarizacao c)
imagens processadas e analisadas
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.5 Reconhecimento e interpretacao

69

As regibes segmentadas e caracterizadas foram reconhecidas, conforme figura

a seqguir (FIG. 46), através da juncédo dos varios algoritmos aplicados, determinando a

area e o perimetro dos POIs encontrados a partir dos parametros, limites de cores,

areas e perimetro de um bacilo, fornecidos e parametrizados.
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Figura 46 — Areas e os perimetros dos POIls encontrados
o Image o | (50 |

Fonte: elaborado pelo autor.

4.6 Resultado

O resultado obtido a partir do processamento e analise da imagem capturada
sera demostrado no capitulo 5, de resultados.

Na etapa de avaliacdo do protétipo, neste estudo denominado DetctBAAR,
sdo analisados os resultados através de acuracia, utilizando parametros e célculos
dos POls, os quais estdo disponiveis no capitulo de resultados, capitulo 5. A saida
desta etapa € o modelo ja validado.

Apés a validacdo do protétipo, nas proximas etapas, serdo explicadas as
aprendizagens, de forma que possam ser consultadas como referéncias
posteriormente; juntamente com as conclusdes sobre o trabalho e protétipo proposto,
gue serdo demostradas no capitulo 6, de conclusdes. Entéo, ao final, havera a entrega
da dissertacdo e a submissao do protétipo desenvolvido neste estudo ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI), que é o érgao responsavel pela analise do
pedido de registro de marcas e patentes no Brasil.
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5 RESULTADOS

E sabido que a sensibilidade média da baciloscopia direta € de
aproximadamente 50% a 60%, na dependéncia da qualidade do espécime, da
extensdo de doenca, da técnica de coloracdo e da experiéncia do laboratorio (ASN,
2011). Diante das limitacbes com relacdo a disponibilidade de laboratorio e de pessoal
técnico para realizar todos 0s experimentos para avaliar o método automético
desenvolvido nesse trabalho, adotou-se uma estratégia mais simplificada,
semiquantitava. No futuro proximo, serd consolidada uma colaboracdo com a
Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), para que o software possa ser validado com
variacbes das diversas condigcbes determinantes para a deteccdo de BAAR. As
amostras de escarro com resultado positivo para a tuberculose podem ser
classificadas como +, de 50.000 a 300.000 BAAR/mI; ++, de 300.000 a 500.000
BAAR/mI; e +++, acima de 500.000 BAAR/mI. Neste trabalho, utilizou-se amostras
positivas do tipo ++ e +++, realizando-se a contagem visual e a contagem automatica,
comparando-as.

O processo de desenvolvimento do software e, depois, da avaliagdo do seu
funcionamento, foi feito em trés momentos distintos. Nas condi¢cdes de disponibilidade
dos equipamentos e de pessoal técnico, foi possivel avaliar a precisdo do sistema de
forma semi-quantitativa, para algumas poucas configuracdes do protétipo, sem uma
exploragdo muito ampla de variacdo de condigbes do experimento. As medidas
realizadas indicam que o prot6tipo tem uma margem de erro pequena com relacao a
observacdo visual e fornece o resultado em alguns segundos, ao passo que O
processo visual pode durar varias horas. Com os experimentos realizados, foi possivel
determinar procedimentos a serem melhorados e testados para se melhorar o
protétipo, levando em consideragéo, principalmente, a relagdo custo-beneficio do
equipamento futuro. Na primeira etapa, o aplicativo foi otimizado com a utilizacao de
imagens de laminas obtidas em artigos cientificos, trabalhando diretamente na
interface do software e nas imagens.

No momento seguinte, com o software funcionando, foi utilizada uma camera,
conectada ao computador e acoplada a ocular do microscépio, para gerar a imagem
e avaliar a precisao do experimento. Nessa segunda etapa, que sera detalhada mais
a frente, o aparato experimental utilizou um microscopio Nikon E200, com trés

diferentes cameras fotograficas acopladas, para gerar as imagens das laminas com
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as amostras, preparadas pelo processo de coloracéo Ziehl-Neelsen. Os especialistas
que prepararam as amostras também fizeram a contagem visual dos bacilos, nas
laminas analisadas pelo software. A disponibilidade do microscépio foi, por intervalos
de tempo, limitada e os resultados ndo puderam ser obtidos de forma criteriosa e
sistematica. No entanto, eles permitiram testar diferentes configuracbes de cameras
e prever melhorias a serem implementadas no futuro préximo.

Na etapa final do projeto, o laboratério de patologia do curso de Biomedicina
da Universidade FUMEC gentilmente cedeu o microscopio Olympus CX23, para que
os experimentos fossem finalizados, juntamente com a técnica responsavel pelo
laboratorio. Os pesquisadores do Instituto Octavio Magalhaes, da Fundacéo Ezequiel
Dias, gentilmente cederam laminas preparadas para que 0s experimentos de precisao
do protétipo pudessem ser realizados.

A figura a seguir (FIG. 47) ilustra a tela do protétipo onde é realizada a aquisicéo
das caracteristicas através de imagem, ja capturada por meio de camera 12
megapixels com zoom de 8x, de um celular iPhone 7. Analisando a figura (FIG. 47),
pode-se observar que: a imagem da esquerda € a imagem original, somente
decomposta com espaco de cor HSV; a imagem do centro é a imagem ja processada
e com a segmentacao threshold aplicada para encontrar os POIls; por fim, a imagem
da direita demonstra nitidamente os bacilos da tuberculose, antes com tonalidade

rosa, depois com tonalidade branca.

Figura 47 — Areas e os perimetros dos POIls encontrados

85! Formulario Detect BAAR - Threshold HSV o|[&]=

[ Camera (Start) | ( Sair

Padrdes Conhecidos Fitros Range Inicio Range Limite

5 - = Mostra érea Calouiada ?
© Padrao Celar Fitro Gaussian U 04 J[180

Camega Imagem

Cont
Padrao Camera 1 Hue (Min) Hue (Max) { ar

U Contagem Biobs Simples

Saturation (Min.) Saturation (Max.) Contagem Blobs Média

J Contagem Blobs Area
Brightness/Value (Min.)

Fonte: elaborado pelo autor.
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A tabela a seguir (TAB. 2), € demonstrada a relacdo das contagens realizadas

na segunda etapa do experimento, por especialistas e pelo prototipo DetectBAAR.

Tabela 2 — Contagem por especialista vs contagem pelo protétipo
Contagem especialista vs protétipo (imagem celular)

Descricao da captura Especialista Protétipo
Imagem 1 - Lamina 1 23 22
Imagem 2 - Lamina 1 38 36
Imagem 1 - Lamina 2 16 16
Imagem 1 - Lamina 2 23 22

Fonte: elaborado pelo autor.

A figura a seguir (FIG. 48), ilustra a tela do protétipo, onde a aquisicdo da
imagem é€ realizada através de camera para microscopio modelo, USB camera de
video CCD bioldgico microscopio estéreo ocular eletrbnico com anel adaptador de
captura de imagem industrial 23.2 30 30.5mm, acoplada ao microscopio Nikon modelo
E200. A imagem da esquerda € a imagem original, somente decomposta com espaco
de cor HSV; a imagem do centro € a imagem j& processada e com a segmentacao
threshold aplicada para encontrar os POIs; por fim, a imagem da direita demonstra
nitidamente os bacilos da tuberculose, antes com tonalidade rosa, depois com

tonalidade branca.

Figura 48 — Areas e os perimetros dos POIls encontrados

o5l Formuldrio Detect BAAR - Threshold HSV o |[E&][=
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na tabela a seguir (TAB. 3), é demonstrada a relacdo das contagens realizadas
por especialistas e pelo protétipo DetectBAAR, através de imagem adquirida através

de cadmera acoplada ao microscopio.
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Tabela 3 — Contagem por especialista vs contagem pelo protétipo

Contagem especialista vs protétipo (captura camera acoplada)

Descricdo da captura Especialista Protétipo
Imagem 1 - Lamina 1 27 25
Imagem 2 - Lamina 1 38 36
Imagem 1 - Lamina 2 16 16
Imagem 2 - Lamina 2 23 22

Fonte: elaborado pelo autor.

Na tabela a seguir (TAB. 4), é demonstrada a relacao das contagens realizadas

por especialistas e pelo prototipo DetectBAAR, através de imagem adquirida através

de camera 1, acoplada ao microscopio.

Tabela 4 — Camera 1

Camera 1

Nome Imagem

Contagem visual

Contagem automatica

Cameral-validacao-1600-1200-01

Cameral-validacao-1600-1200-02

Cameral-validacao-1600-1200-03

Cameral-validacao-1600-1200-04

Cameral-validacao-1600-1200-05

Cameral-validacao-1600-1200-06

Cameral-validacao-1600-1200-07

Cameral-validacao-1600-1200-08

Cameral-validacao-1600-1200-09

Cameral-validacao-1600-1200-10

Cameral-validacao-1600-1200-11

Cameral-validacao-1600-1200-12

Cameral-validacao-1600-1200-13

Cameral-validacao-1600-1200-14

Cameral-validacao-1600-1200-15

Cameral-validacao-1600-1200-16

Cameral-validacao-1600-1200-17

Cameral-validacao-1600-1200-18

Cameral-validacao-1600-1200-19

Cameral-validacao-1600-1200-20

Cameral-validacao-1600-1200-21

Cameral-validacao-1600-1200-22

Cameral-validacao-1600-1200-23

Cameral-validacao-1600-1200-24

Cameral-validacao-1600-1200-25

Cameral-validacao-1600-1200-26

Cameral-validacao-1600-1200-27

Cameral-validacao-1600-1200-28

Cameral-validacao-1600-1200-29

Cameral-validacao-1600-1200-30

TOTAL

:“HI\)O\JHI\)OHI\)H-bCO-bCOWI\)OI\)HmO\JHUI\IHI\JQJHOOI\J

FBI\JH00OI\JOHI\JHL‘Q-&‘QU‘II\JOI\JHG’NH@OOHNOOHOON

Fonte: elaborado pelo autor.
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Ja natabela a seguir (TAB. 5), também é demonstrada a relacdo das contagens
realizadas por especialistas e pelo prototipo DetectBAAR, através de imagem

adquirida através de camera 2, acoplada ao microscopio.

Tabela 5 — Camera 2

Camera 2

Nome Imagem Contagem visual | Contagem automatica
Camera2-validacao-1600-1200-01 11
Camera2-validacao-1600-1200-02
Camera2-validacao-1600-1200-03
Camera2-validacao-1600-1200-04
Camera2-validacao-1600-1200-05
Camera2-validacao-1600-1200-06
Camera2-validacao-1600-1200-07
Camera2-validacao-1600-1200-08
Camera2-validacao-1600-1200-09
Camera2-validacao-1600-1200-10
Camera2-validacao-1600-1200-11
Camera2-validacao-1600-1200-12
Camera2-validacao-1600-1200-13
Camera2-validacao-1600-1200-14
Camera2-validacao-1600-1200-15
Camera2-validacao-1600-1200-16
Camera2-validacao-1600-1200-17
Camera2-validacao-1600-1200-18
Camera2-validacao-1600-1200-19
Camera2-validacao-1600-1200-20

TOTAL

Fonte: elaborado pelo autor.
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A seguir, foram realizados novos experimentos, utilizando laminas produzidas
no Instituto Octavio Magalhdes, da Fundacédo Ezequiel Dias. Nessa configuracao, foi
utilizado o microscépio Olympus CX23, com a ajuda técnica do laboratério de
microbiologia da Universidade FUMEC. As condi¢des de iluminacdo nao puderam ser
alteradas e controladas, o que poderia melhorar o contraste da amostra e a qualidade
do sinal que chega a camera. As tabelas a seguir, (TAB. 6) e (TAB. 7), exibem a
relacdo das contagens realizadas por especialista e pelo protétipo DetectBAAR,
levando em consideracao a classificacédo das laminas, pela quantidade de cruzes, isto
€, da populacéo de bacilos por volume, disponibilizada pela Fundacdo Ezequiel Dias.

Tabela 6 — Lamina 1 (+ + +)

Lamina 1 (+ + +)
Nome Imagem Contagem visual [ Contagem automatica
Camera2-validacao-1600-1200-01 11 11

(continua)
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(concluséo)

Lamina 1 (+ + +)

Nome Imagem

Contagem visual

Contagem automatica

Camera2-validacao-1600-1200-02

Camera2-validacao-1600-1200-03

Camera2-validacao-1600-1200-04

Camera2-validacao-1600-1200-05

Camera2-validacao-1600-1200-06

Camera2-validacao-1600-1200-07

Camera2-validacao-1600-1200-08

Camera2-validacao-1600-1200-09

Camera2-validacao-1600-1200-10

Cameral-validacao-1600-1200-01

Cameral-validacao-1600-1200-02

Cameral-validacao-1600-1200-03

Cameral-validacao-1600-1200-04

Cameral-validacao-1600-1200-05

Cameral-validacao-1600-1200-06

Cameral-validacao-1600-1200-07

Cameral-validacao-1600-1200-08

Cameral-validacao-1600-1200-09

Cameral-validacao-1600-1200-10

Cameral-validacao-1600-1200-11

Cameral-validacao-1600-1200-12

Cameral-validacao-1600-1200-13

Cameral-validacao-1600-1200-14

Cameral-validacao-1600-1200-15

Cameral-validacao-1600-1200-16

Cameral-validacao-1600-1200-17

Cameral-validacao-1600-1200-18

Cameral-validacao-1600-1200-19

Cameral-validacao-1600-1200-20

TOTAL

l\)OO-bOOU'II\JOI\JHU‘IQJHU‘I\IHI\J(AJI-‘OOI\)U‘I#U‘IBOOOOOOU‘IQJ

=
\l

-
2‘D-b‘DU'INONH@O\JH@OOHNQ)HOOI\)OO#\J'SOO\JOOO‘I#

Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 7 — Lamina 2 (+ +)

Lamina 2 ( + +)

Nome Imagem

Contagem visual

Contagem automatica

Cameral-validacao-1600-1200-21

Cameral-validacao-1600-1200-22

Cameral-validacao-1600-1200-23

Cameral-validacao-1600-1200-24

Cameral-validacao-1600-1200-25

Cameral-validacao-1600-1200-26

Cameral-validacao-1600-1200-27

Cameral-validacao-1600-1200-28

Cameral-validacao-1600-1200-29

Cameral-validacao-1600-1200-30

Camera2-validacao-1600-1200-11

Camera2-validacao-1600-1200-12

Camera2-validacao-1600-1200-13

Camera2-validacao-1600-1200-14

Camera2-validacao-1600-1200-15

Camera2-validacao-1600-1200-16

Camera2-validacao-1600-1200-17

OOWIFROOWIRFRINWIFINIORIN(FP(A~

N(OAR|RPOIOWINIFPIWOINIOFRIN(F|(A~

(continua)
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Nome Imagem

Lamina 2 (+ +)

(concluséo)

Camera2-validacao-1600-1200-18

Contagem visual | Contagem automatica

0 0
Camera2-validacao-1600-1200-19 1 0
Camera2-validacao-1600-1200-20 3 3

TOTAL 57 53
Fonte: elaborado pelo autor.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 Objetivos alcangados

Este estudo teve como objetivo principal a implementacdo de um prototipo de
software, denominado DetectBAAR, capaz de reconhecer e contar os bacilos da
tuberculose através do Processamento Digital de Imagem, previamente capturadas
com utilizacdo de cameras digitais acopladas, ou ndo, a um microscopio utilizado por
especialista para realizar a contagem dos bacilos através do processo manual.

Foram propostos métodos e técnicas para o tratamento de problemas
encontrados no processo manual de contagem do bacilo da tuberculose, atualmente
realizada por especialistas laboratoriais. Contudo, o prototipo de software mostrou ser
sensivel ao tratamento de imagens capturadas em condi¢cdes de iluminacdo nao
controladas, logo, em um trabalho futuro, poderdo ser realizados testes de
aprimoramento destas condi¢@es de iluminacao, além de adicéo de filtros 6ticos para
melhor decomposicéo das cores obtidas das laminas coradas através do processo de
coloracédo Ziehl-Neelsen.

Sistemas de processamento de imagens demonstram uma abordagem
extremamente atrativa para pesquisa e desenvolvimento na area de saude e analises
laboratoriais, estimulando uma crescente demanda por novas metodologias,
tecnologia e solugcbes na deteccdo de outras bactérias microscépicas, ou ndo, que
possam ser capturas em imagem digital.

Os resultados experimentais comprovam 0s objetivos alcancados por este
trabalho e, este protétipo pode ser util na geracdo de novos trabalhos de deteccdes
de outras doencas que ainda néo foram automatizadas e que podem se enquadrar
nas metodologias de tratamento dos padrdes de cor utilizadas neste trabalho.
Melhorias que ja estdo sendo estudadas e implementadas, baseadas nos
experimentos e na construcao do cédigo, deverdo tornar o sistema mais robusto,

preciso e com melhor acuracia e maior rapidez na parametrizacéo do software.
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6.2 Trabalhos futuros

Destacam-se como trabalhos futuros para a validacdo e melhoria do protétipo
algumas ac¢des a serem empreendidas:

a) pesquisar e implementar a utilizacdo de filtros 6ticos acoplados ao microscépio,
eliminando ruidos de cores e falta de ambiente controlado para aquisicdo das
imagens;

b) aquisicdo de cameras de melhor qualidade poderé ser um diferencial na aquisicéo
de imagens, podendo trazer maior assertividade a deteccdo e uma contagem mais
precisa,

C) uso da versdo mais recendo do software OpenCV, que podem trazer melhores
algoritmos de segmentacao e captura;

d) estender as parametrizacdes da camera para captura automatica para o prototipo,
facilitando a validagdo do conjunto microscopio, camera;

e) aprimorar algoritmos de segmentacao para maior eficiéncia de processamento e
gerar saida da contagem dos bacilos, para que sejam utilizadas em um LIS;

f) aprimorar o software de deteccéo e contagem de bacilos da tuberculose, que esta
funcionando e registrado no INPI, melhorando sua interface e portabilidade;

g) aprimorar o modelo de PDI, que é atualmente capaz de processar, analisar e
identificar o bacilo da tuberculose pulmonar;

h) otimizar o hardware e equipamentos, para obter a melhor razdo custo-beneficio,
tendo em foco os usuérios do produto e sua disseminacao;

i) avaliar o prot6tipo com a expertise da Fundacdo Ezequiel Dias, como detalhado na
metodologia; e

j) ajustar o prototipo, se necessario, para obter melhor eficiéncia e relagdo custo-

beneficio.
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APENDICE A - Lista de 10 imagens da Cameral-Laminal

Laminat-camerat-validacao-1800-1200-09 Laminat-camerat-validacao-1600-1200-08 Lamina{-camerat-validacao-1600-1200-07

Laminai-camerat-validacao-1600-1200-08 Laminat-camerat-validacao-1600-1200-05 Laminai-camerat-validacao-1600-1200-04

Laminat-camerat-validacao-1600-1200-03 Laminat-camerat-validacao-1600-1200-02 Laminat-camerat-valida

Lamina{-camerat-validacao-1600-1200-10

Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE B - Lista de 10 imagens da Cameral-Lamina2

Lamina2-camerat-validacao-1600-1200-28 Lamina2-camerat-validacao-1600-1200-28 Lamina2-camerai-validacao-1600-1200-27

Lamina2-camerai-validacao-1600-4200-25 Lamina2-camera{-validacao-1800-1200-25 Lamina2-camerat-validacao-1600-1200-24

Lamina2-camerat-validacao-1600-1200-23 Lamina2-camerat-validacao-1600-1200-22 Lamina2-camerai-validacao-1600-1200-21

Lamina2-camera{-validacao-1600-1200-30

Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE C - Lista de 10 imagens da Camera2-Laminal

Lamina f-camera2-validacao-1800-1200-10 Laminst-camera2-valldacao-1800-1200-09 Lamina-camera2-validaca-1800-1200-08

Laminat-camera2-valida cao-1800-1200-07

Laminat-camera2-validacao-100-1200-04 Lamina 1-camera2-validacao-1600-1200-03 Laminat-camora2-validacao-1600-1200-01

Lamina{-camera2-validacao-16

Fonte: elaborado pelo autor.




