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Resumo

O objetivo deste trabalho é apresentar um método de segmentacgéo e contagem de células somaticas
de leite bovino para imagens obtidas diretamente do microscopio Optico por meio de uma proposta
de limiarizacdo automética. Para fins de verificar eficiéncia da técnica, o método de limiarizacéo
proposto foi comparado com dois métodos de limiarizacdo reconhecidos pela literatura. A
correlagdo obtida entre a contagem manual de referéncia e os métodos de limiarizacéo testados foi
de 0,98, 0,71 e 0,12, respectivamente. O método proposto apresentou correlacdo aceitavel
demonstrando eficiéncia deste algoritmo para limiarizacdo e contagem de células somaticas e
outras aplicacOes similares.

Palavras-chave: microscopio; limiarizagdo de Rosin; limiarizagdo de Otsu.

Abstract

The objective of this work was to present a segmentation method and somatic cell count of bovine
milk for images obtained directly from the optical microscope through a proposal for automatic
threshold. For purposes of verifying efficiency of the technique, proposed thresholding method was
compared with two thresholding methods known in the literature. The correlation between the
manual reference counting and thresholding methods tested was 0.98, 0.71 and 0.12, respectively.
The proposed method acceptable correlation demonstrating efficiency of this algorithm for
thresholding and somatic cell count and other similar applications.

Key-words: microscope; Rosin thresholding; Otsu thresholding.

Revista GEINTEC — ISSN: 2237-0722. Sdo Cristévao/SE —2014. Vol. 4/n.3/ p.1283 -1291 1283
D.0.l.: 10.7198/52237-0722201400030021


mailto:gabrieluesc@gmail.com
mailto:biano.neto@gmail.com
mailto:viviane.gomes@usp.com
mailto:alberto2008@gmail.com
mailto:acd@gmail.com

1. Introducéo

As células somaticas no leite bovino sdo constituidas por células de defesa ou epiteliais. Do
total de células somaticas, 75 a 98% correspondem a células de defesa (leucdécitos) e 2 a 25%, de
celulas epiteliais, provenientes da descamacdo natural que ocorre no tecido de revestimento e
secretor interno da glandula mamaria (Ribas, 1994).

A contagem de células somaticas (CCS) pode ser determinada por meio de equipamentos
eletronicos e através da microscopia Optica direta. Os analisadores eletrénicos baseiam-se em
diferentes técnicas de anélises e, dentre os mais utilizados, destacam-se os aparelhos FossomaticTM
(Foss, Dinamarca) e SomacountTM (Bentleylnstruments, USA) (SILVEIRA, 2005). No entanto,
devido ao alto custo destes equipamentos, a contagem manual das células somaticas por meio do
microscopio ainda se faz necesséria. Além disso, a contagem realizada por meio da microscopia
Optica é o método de referéncia adotado pela Federacdo Internacional do Leite (FIL), inclusive, para
calibracdo de contadores mais modernos (Berry, 2007).

Softwares baseados em técnicas de processamento de imagens também sdo utilizados para
contagem de alguns tipos de células, particulas e objetos (Abramoff, 2004). No entanto, como estes
softwares ndo sdo adaptados para contagem de células somaticas do leite bovino e, apresentam
limitacGes que sdo inerentes a cada aplicacdo, se faz necessario o surgimento de novos algoritmos
de processamento de imagens tais como apresentado por Sadeghian (2009) e Hiremath (2010) para
contagem de células do sangue humano.

O processamento de imagens baseado em técnicas de limiarizacéo de histogramas é um tema
amplamente utilizado para o reconhecimento de diferentes células e particulas nos campos da
biologia e da medicina (Wu, 2000; Qian, 2009), no entanto, aplicado para segmentacdo células
somaticas é um tema novo e ainda ndo discutido na literatura.

Existem diversas técnicas de limiarizacdo desde as baseadas em critérios entropicos ou
estatisticos da imagem (Jawahar, 2000) até as que utilizam sofisticados mecanismo de busca (Yin
2002). Segundo Gonzales (2004), a limiarizacdo é o estagio primario em problemas de segmentacédo
de imagens e, devido a simplicidade dos algoritmos, outras técnicas devem ser tentadas quando esta
ndo apresentar resultados satisfatérios. Além disso, outros algoritmos que ndo séao
fundamentalmente baseados em limiarizacdo de histogramas, como a transformada de Watersheld
para imagens binérias (Edinns, 2002), necessitam da aplicacdo prévia de algoritmos de limiarizagdo
para retornarem resultados satisfatérios.

Diante do cenério apresentado se faz necessario o desenvolvimento de uma tecnologia

nacional para contagem de células somaticas do leite. Assim, o objetivo desta pesquisa é apresentar
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um novo método de limiarizacdo automatica para CCS em imagens digitais capturadas diretamente
do microscopio optico.

Com base nos resultados do estudo, observou-se que o uso do novo limiar produz melhores
resultados quando comparado a outros dois métodos populares da literatura. Além disso, este
algoritmo pode ser parte integrante de um sistema baseado em processamento de imagens para
automatizar a anélise do leite feita por microscopia Otica.

Nas secOes seguintes sdo apresentados: a metodologia para confeccéo dos esfregacos lacteos
(laminas); o procedimento para captura das imagens; o método proposto para limiarizacdo de
histogramas unimodais e, por fim, o resultado e discussdo do novo algoritmo em relagdo a outros

dois ja existentes na literatura.

2. Materiais e Métodos

No estudo realizado, procedeu-se a analise de 400 imagens provenientes de amostras de leite
dos quartos mamarios de duas vacas da raca Holandesa oriundas de propriedade localizada no
estado de Sdo Paulo. Inicialmente foi realizada a higienizacdo dos tetos com solucdo clorada,
secagem com papel toalha individual e antissepsia com alcool 70%. Apos o descarte dos primeiros
jatos de leite, as amostras foram colhidas em tubos de vidro com capacidade para 5 ml, imersos em
gelo triturado e encaminhados ao laboratorio em caixa de material isotérmico. Em seguida, 0s
esfregacos lacteos foram confeccionados e examinados via microscopia optica de acordo com 0s
procedimentos descritos Berry (2007). O sistema para captura e contagem de células somaticas
presentes nos esfregacos lacteos (Figura 1) foi constituido por uma camera fotografica digital
(CoolSnap Color, Media Cybernetics™, USA) acoplada ao microscépio 6ptico (Eclipse 800,
Nikon®, Japan) no aumento de 1000x e um computador que executa o algoritmo desenvolvido em

linguagem Matlab, versdo 7.8 (licenca concedia ao Instituto Federal de Educacédo da Bahia).
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Figura 1. Sistema para contagem de células somaticas do leite de vacas em imagens capturadas do
microscopio optico.

camera fotogréfica

algoritmo
CONTCS

Inicialmente, as imagens RGB obtidas com tamanho 1392 x 1040 foram reduzidas para 278
X 208 (sem perdas para identificacdo das células) e convertida para o espaco monocromatico (256
niveis de tons de cinza) seguindo procedimento apresentado por Gonzales (2004). Nesta etapa, 0
algoritmo de limiarizagdo proposto, analisa o histograma da imagem monocromatica e determina o
limiar que seré utilizado para converter imagem para o formato preto e branco (binaria). Ao final, os
objetos ndo conectados resultantes da etapa anterior, foram rotulados e contados por meio do
algoritmo de clusterizacdo apresentado por Gonzales (2004) e, classificados de acordo com seu

tamanho, seguindo as orientagdes apresentadas por Berry (2007).

2.1 Proposicdo de uma nova limiarizacao

O método de limiarizacdo de Rosin (2001) assume que existe uma populacdo dominante na
imagem (background), que produz um pico principal Unico, localizado no extremo inferior do
histograma relativo a populacdo secundaria (células). O limiar escolhido por este método é o
valordo histograma que maximiza a distancia perpendicular entre a curva que representa
distribuicdo de frequéncia dos niveis de cinza da imagem e a reta que passa pelo valor minimo e
méaximo do histograma (Figura 2).

Por outro lado, 0 método proposto parte da premissa que o limiar ideal pode nédo ser o valor
k que maximiza a distancia entre a reta d e curva H, (Figura 2) apresentado por Rosin (2001).
Semelhante ao método de Rosin (2001), o método proposto assume tambeém uma populacdo
dominante em relagio a uma populagdo secundaria com distribuicdo de frequéncia
predominantemente unimodal, no entanto, escolhe como limiar o valor k € [k, k, ], onde,

km + ko
2

k = , 1)
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Figura 2 - Procedimento para a determinacdo do limiar de intensidade em histograma
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3. Resultado e Discussao
Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados da contagem do numero total de células,
correlacdo Pearson e taxa de acerto para 0 método proposto, Rosin (2001) e Otsu (1975) sendo 1321

0 nimero de células contabilizadas pelo especialista.

Tabela 1 — Comparacao entre 0os metodos de limiarizagdo

Métodos de limiarizacdo ~ Numero de células Correlacéo Taxa de acerto (%0)
Rosin (2001) 1034 0,71 78,27
Otsu (1975) 4302 0,12 0,00
Proposto 1318 0,98 99,77

Fonte: Autoria prépria (2014).

De acordo com a Tabela 1, o0 método de limiarizacdo Otsu (1975) foi ineficiente para esta
aplicacdo com correlacdo 0,12. Segundo Ng (2006) a técnica de limiarizacdo de Otsu (1975) é
muito utilizada e proporciona resultados satisfatérios para limiarizacdo de imagens com histograma
de distribuicdo bimodal podendo falhar se o histograma for unimodal ou perto de unimodal.
Portanto, como nesta aplicacdo uma propor¢do maior de apenas uma classe de pixels (por exemplo,
o fundo) esta presente na imagem formando histogramas predominantemente unimodal, justifica-se
a limitag&o do algoritmo de Otsu (1975) para limiariazacdo de células somaéticas.

A correlacdo entre a contagem microscopica e o0 metodo de Rosin (2001) foi de 0,71, com
taxa de acerto de 78,27%. A escolha deste método para esta aplicacdo se justifica, pois as imagens
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com células somaticas produzem histogramas que apresentam distribuicdo predominantemente
unimodal, conforme aplicacdo semelhante apresentada Valloton (2013). A Figura 3 apresenta a
imagem RGB com células somaticas (Figura 3a), imagem monocromética (Figura 3b), da
limiarizagcdo de Otsu (1975) (Figura 3c), limiarizacdo de Rosin (2001) (Figura 3d), a limiarizacéo

proposta nesse trabalho (Figura 3e) e o histograma da imagem monocromatica (Figura 3f).

Figura 3 - (a) Imagem RGB, (b) imagem monocromatica (c) limiar de Otsu (1975), (d) limiar de
Rosin (2001), (e) limar proposto, (f) distribuicdo frequéncia dos niveis de cinza da imagem
monocromatica.
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Nota-se que a limiarizacdo de Otsu (1975) (limiar = 188) de Rosin (2001) (limiar = 154) ndo

realizam a segmentacdo desejada das células, pois adiciona ruidos que por hora podem ser
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confundidos com células somaticas. O resultado desejado é alcangado por meio do da limiarizacao
proposta (limiar = 106) com correlagdo positiva de 0,98 e taxa de acerto de 99,77%.

O critério adotado para classificar os objetos resultantes da segmentacdo (Figura 3e) como
célula somatica foi o tamanho espacial de cada objeto representada pela quantidade de pixels. Dessa
forma, € possivel verificar o tamanho de cada célula, mesmo que as células estejam parcialmente
destruidas ou em processo de divisdo celular. Como as células somaéticas possuem diametro que
variam entre 4 a 8 um 0 parametro adotado para classificar os objetos resultantes da segmentacao
(Figura 3e) como ceélulas somaticas foi o tamanho espacial de cada objeto utilizando algoritmo
clusterizacdo apresentado por Gonzales (2004) e seguindo as orientacGes para classificacdo
morfoldgica de células somaticas apresentadas por Berry (2007). Os objetos maiores 8 um que
representam, eventualmente, aglomeracdo células foram contado por meio da divisdo do tamanho
médio do objeto (quantidade de pixels da aglomeracdo) pelo tamanho espacial médio uma célula
somatica. Um dos principais métodos utilizados na literatura em problemas que envolvem a
aglomeracdo de objetos é a segmentacdo de Watershed (Lin, 2006). No entanto, a aplicacdo deste
procedimento foi inviabilizada, pois as células destruidas ou em processo de divisdo celular sofriam
com o efeito de super-segmentacao. Por outro lado, objetos menores que 4 um, que representam
fragmentos de células, corpusculos citoplasmaticos ou restos de corante sdo descartados

automaticamente pelo algoritmo e ndo sdo incluidos na contagem final das células.

4. Concluséo

Os resultados demonstram que o algoritmo desenvolvido é capaz de segmentar e, desta
forma, enumerar a células somaticas presentes em imagens capturadas por meio da microscopia
direta. Portanto, o algoritmo apresentado pode ser parte integrante de um sistema baseado em
processamento de imagens para automatizar a andlise do leite feita por microscopia direta,

minimizando os erros causados pela fadiga do técnico responsavel em realizar a tarefa de contagem.
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