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Resumo

Sistema de automatizacao do antibiograma por
disco-difusao em aplicacao clinica e ambiental

Autor: Luan Felipe Rodrigues Costa
Orientador: Prof. Dr. Marcelino Monteiro de Andrade
Programa de Pés-Graduagao em Engenharia Biomédica

Brasilia, August 2016

O antibiograma é uma metodologia utilizada para medir a sensibilidade de microrganismos a
antimicrobianos. O antibiograma mais barato e utilizado no Brasil e no mundo é o por disco-
difusdo. Possui diversas vantagens como: simplicidade, habilidade de testar grande niimeros de
organismos e flexibilidade de escolha do antimicrobiano a ser testado. Entretanto, seus resultados
sdo normalmente medidos manualmente, tornando-o tedioso, com alto tempo de consumo, fadado
a erros de transcricio e dependente da experiéncia do especialista. O trabalho em questao
apresenta o algoritmo AIA capaz de identificar os halos de inibi¢cdo e rétulos alfanuméricos
por processamento de imagens. Este algoritmo foi testado em imagens ambientais, coletadas
por um scanner comercial, e em imagens clinicas, coletadas por um prototipo desenvolvido
localmente e transmitidas para um servidor em nuvem. Os resultados ambientais apresentaram
concordancia entre as medi¢oes manual e automatica (ATA) de 88% das 756 leituras realizadas,
discordancias menor, maior e muito maior corresponderam a 6%, 2% e 5%, respectivamente.
Diferenca de leituras de didmetro acima de 3 mm entre a manual e a automatica foi equivalente
a 11% dos casos. O nivel de correlagao, indice Kappa e F' — measure entre tais medigoes foi
de 0,85, 0,773 e 0,91 para todas as amostras, 0,90, 0,834 e 0,90 para amostras classificadas
como Classicas, 0,80, 0,695 e 0,93 para as classificadas como Desafiadoras. Ja para as imagens
clinicas, a concordancia entre as medi¢oes manuais e o AIA foi de 93% das 345 leituras realizadas,
discordancias menor, maior e muito maior corresponderam a 3,5%, 2,6% e 0,9%, respectivamente.
A diferenga de leituras de didmetros acima de 3 mm entre manual e automética correspondeu a
22% dos casos. O nivel de correlagao foi igual a 0,87, Kappa igual a 0,823 ¢ F' — measure igual a
0,96. A regressao de Passing and Bablok foi utilizada para verificar a equivaléncia entre medigoes
manuais e automaticas. Os resultados ambientais e clinicos passaram no teste de similaridade,
entretanto os resultados ambientais ndo passaram no teste de linearidade. Os resultados clinicos
também passaram nos critérios académico e comercial de acordo com os niveis de concordancia
de susceptibilidade. Dessa forma, o trabalho em questao valida o protétipo construido e compara

seus resultados com outras publicagdes, indicando sua utilizagdo comercial e académica.

Palavras-chaves: antibiograma. disco-difusdo. regido de inibi¢do. rétulos alfanuméricos. mé-

todo automatico.






Abstract

Automatization system for disc diffusion antibiogram in
clinical and environmental application

Author: Luan Felipe Rodrigues Costa
Supervisor: Prof. Dr. Marcelino Monteiro de Andrade
Post-Graduation Program in Biomedical Engineering

Brasilia, Janeiro de 2016

Anbiogram is a susceptibility test used to evaluate the sensitivity of microorganisms to antibi-
otics. The cheaper and more used antibiogram is the disk diffusion method. Its advantages are
simplicity, the ability to test large organisms numbers and the flexibility in choosing different
antimicrobial agents. However, the results are usually measured manually, making it tedious,
time-consuming, bound to transcription errors and dependent on the experience of the expert.
This work presents AIA algorithm that identifies antimicrobial disks labels and inhibition zones
diameters by image processing. This algorithm has been tested in environmental images, col-
lected from a commercial scanner, and in clinical images collected by a prototype developed
locally and transmitted to a cloud server. Environmental results showed agreement between the
manual and automatic measurements (AIA) of 88% of 756 readings, minor, major and very ma-
jor disagreement was 6%, 2% and 5%, respectively. Difference in diameter above 4 mm between
manual and automatic readings was equivalent to 11% of cases. Correlation, Kappa coefficient
and F-measure between measurements was 0.85, 0.773 and 0.91 for all samples, 0.90, 0.834 and
0.90 for samples classified as standards, 0.80, 0.695 and 0.93 for the classified as oddities. On
the other hand, to the clinical images, the correlation between the manual measurements and
ATA was 93% of 345 readings taken, minor, major and very major disagreement was 3.5%,
2.6% e 0.9%, respectively. The difference between manual and automatic diameters above 4 mm
corresponded to 22% of cases. Correlation coefficient was equal to 0.87, Kappa equal to 0.823
and F-measure equal to 0.96. Passing and Bablok regression was used to verify the equivalence
between manual and automatic measurements. Environmental and clinical results succeeded in
the similarity test, however the environmental results did not succeeded in the linearity test.
Clinical results also passed in academic and commercial criteria according to the susceptibility
agreement. Thus, this work validates the prototype built and compare their results with other

publications, indicating its commercial and academic use.

Key-words: antibiogram. disc diffusion method. inhibition zone. antimicrobial discs labels.

automatic method.
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1 Introducao

Nesta secao é apresentada a problematica da resisténcia microbiana e as formas
de combaté-la. Também é apresentado o antibiograma por disco-difusao, suas vantagens,
desvantagens e os beneficios de automatizar este método manual. Tal automatizagao é
um dos objetos do projeto Autobac, que também é descrito neste capitulo. Por fim, sao

apresentados o objeto geral e os especificos.

1.1 Contextualizacao

O uso inadequado de antibidticos é fato preocupante no cenario mundial (1). Se-
gundo a Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) mais de 50% das prescrigoes de anti-
microbianos sao inapropriadas (1). H& problemas de indicagao, selecdo e prescri¢ao dos
mesmos. O prescritor tem desejo de satisfazer o paciente e é pressionado por fabricantes
a vender medicamentos mais novos e caros. Além disso, normalmente o paciente procura
uma cura imediata e negligencia realizacao de novas consultas e realizacao de culturas

diagnosticas (1).

As infecgoes causam 25% das mortes em todo o mundo e 45% nos paises menos
desenvolvidos (1). J& as mortes causadas por bactérias resistentes sao estimadas em 50
mil por ano, apenas na Europa e nos Estados Unidos. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) diz ndo ter dados de ébitos causados por esses organismos,
entretanto, ha um boletim que registrou quase dez mil casos de bactérias resistentes a

remédios nas UTIs do pais em 2012.

Em 2013, a OMS reportou cerca de 480 mil novos casos de Tuberculose resistente a
multiplas drogas (MultiDrug-Resistant Tuberculosis MDR-TB). Além disso, o caso mais
grave, denominado Extensively drug-resistant tuberculosis (XDR-TB) foi identificado em
100 paises (2). As mortes por Tuberculose provenientes de super-bactérias matam mais

de 8,2 milhoes de pessoas (3).

A prescricao inadequada provoca a resisténcia microbiana. Tal resisténcia refere-se
a cepas de microrganismos que sao capazes de multiplicar-se em presenca de concentra-
¢oes de antimicrobianos mais altas do que as que provém de doses terapéuticas dadas a
humanos. Dessa forma, o uso indevido de antimicrobianos tem aumentado a resisténcia
de vérias bactérias a antimicrobianos comuns (1). O estudo apresentado por (1) também
lista diversos fatores responsaveis pelo controle de resisténcia microbiana. Entre eles esta
a deteccao do perfil de resisténcia microbiana em hospitais e treinamento de estudantes

das areas da saude no diagnostico e no manejo de infecgoes comuns.
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Os perfis de resisténcia microbiana sao levantados através dos Antibiotic Suscep-
tibility Testings (AST), também conhecido como antibiograma. Tais testes julgam quais
drogas serao efetivas no tratamento de infecgoes. Cada bactéria pode reagir de forma di-
ferente a um determinado antibiético. Quando este antibidtico é aplicado a um ser vivo,
a reacao dentro do organismo também pode ser diferente. Logo, o antibiograma propoe

combater de forma mais adequada uma determinada infecgao (4).

(4)

Halo de:[

Inibicdo

Identificador
alfa numérico

Figura 1: Exemplo de imagem de antibiograma por disco-difusao coletada (5).

Existem diversos tipos de antibiogramas, tais como disco-difusao, microdiluicao
em caldo, diluigdo em agar e F test (6). O método de disco-difusao é o mais utilizado no
Brasil e no mundo. Possui diversas vantagens como: baixo custo, simplicidade, habilidade
de testar grande niimero de organismos e flexibilidade de escolha do antimicrobiano a ser
testado (6). Algumas combinagoes de mecanismos de resisténcia nao sao detectadas com
confiabilidade por métodos de microdiluicao. Além disso, a sensibilidade para a deteccao
de mecanismos de resisténcia normalmente dependem da composi¢ao do painel de anti-
bidticos usado nos sistemas automatizados de microdiluicao, tais painéis ndo podem ser

alterados ou modificados pelo utilizador (7).

O método de disco-difusao trata-se de uma prova in vitro, utilizando uma placa
de Petri, no qual é aplicado um disco de papel de filtro impregnado com antimicrobiano a
superficie do dgar onde o microrganismo foi inoculado. Cada antimicrobiano ira formar um

halo de inibicdo, e o didmetro deste halo é usado na classificagao do disco em Resistente
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Tabela 1: Exemplo de limiares de didmetro fornecidos pela empresa Diagnosticos Microbi-
olégicos Especializados (DME) que definem a sensibilidade dos antimicrobianos.
Retirado de http : //www.dme.ind.br/

Antibacteriano Paténcia/Cédigo Resistente Intermedidrio Sensivel

Acido Nalidixo NAL 30 <13mm 14-18 mm > 19 mm
Amicacina AMI 30 <14 mm 15-16 mm > 17 mm
Ampicilina AMP 10 < 13mm 14-16 mm > 17 mm
Cefalotina CFL 30 <14 mm 15-17 mm > 18 mm

(R), Intermediario (I) ou Sensivel (S) (8). A Figura 1 ilustra um exemplo com seis discos

antimicrobianos, por meio de identificadores alfanuméricos.

A interpretagdo de cada susceptibilidade é dada da seguinte forma (9)

Sensivel (S): Uma estirpe bacteriana ¢é dita ser susceptivel a um determinado antibiético
quando ¢ inibida in vitro por uma concentracdo da droga que esta associado com

uma elevada probabilidade de sucesso terapéutico.

Intermediério (I): A sensibilidade de uma estirpe bacteriana para um dado antibi6tico
¢ dito para ser intermedidria quando ¢ inibida in vitro por uma concentracao da

droga que esta associada com uma ag¢ao terapéutica incerta.

Resistente (R): Uma estirpe bacteriana ¢ dita para ser resistente a um dado antibiético
quando ¢ inibida in vitro por uma concentracao da droga que estd associada com

uma alta probabilidade de fracasso terapéutico.

Exemplos dos limiares de didmetro sao apresentados na Tabela 1. Tais limiares sao
definidos pelos érgaos internacionais United States Food and Drug Administration (FDA)
e Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) também conhecida como National
Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (8). Além disso, eles normatizam
os procedimentos clinicos, tabelas de conversées para Minimum Inhibitory Concentra-
tion (MIC), controle de qualidade, preparo do indculo, antimicrobianos a serem utilizados
para cada microrganismo, etc. A disposicao espacial dos discos antimicrobianos nas pla-
cas é definido pelo profissional encarregado. Entretanto, estratégias como dispensadores
manuais e polisensidiscos facilitam e padronizam tal tarefa (Figura 2). Os dispensadores
manuais garantem o mesmo espagamento entre os discos, ja os polisensidiscos sao arranjos

pré-definidos contendo os discos mais comuns em aplicagoes de microbiologia.

A medicao do didmetro dos halos é normalmente realizada por especialistas uti-
lizando uma régua milimétrica (Figura 3). Aparentemente trivial, esta tarefa apresenta
diversos desafios como sobreposi¢ao de halos, formacao nao homogénea da circunferéncia,

parcial atuacao do antimicrobiano, formagao de segundo halo e problemas na semeacgao
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Figura 2: A esquerda dispensador manual de Antibiograma (Becton, Dickinson and Com-
pany) a direita placa de Petri com Polisensidisc da DME. (5)

do microrganismo (Figura 3), que sdo interpretados de acordo com a experiéncia do pro-
fissional (5).

Jenes

I [ETTTT]
METRIC |1 ,

o Convolikd |

Figura 3: A: medi¢ao do halo via régua milimétrica (8), B: Sobreposi¢do de halos, C:
problemas na semeagao do microrganismo, D: ndo homogeneidade da circunfe-
réncia, E: parcial atuagdo do antimicrobiano, F: formagao de segundo halo.(5)

1.2 Justificativa

Apesar das vantagens listadas o método de antibiograma por disco-difusao possui

desvantagens que o tornam impraticdvel para alguns laboratérios de diagnéstico (10).
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A medicdo manual dos diametros dos halos de inibi¢do é tediosa, com alto tempo de
consumo, fadada a erros de transcricao e dependente da experiéncia do especialista o que
provoca variagoes nos resultados (6, 7). Hombach et. al (7) também cita problemas no
ambiente de leitura, como iluminacao, angulo de visao, leituras da placa por cima ou
por baixo e condi¢ao mental e fisiolégica do especialista. Além disso, o antibiograma em
questao nao permite calcular o MIC, entretanto autores afirmam que nao ha evidéncias
que comprovam que o MIC é superior a categorizacao de susceptibilidade do paciente

analisado (6).

Métodos de leitura automatizada desse tipo de antibiograma visam amenizar tais
desvantagens. Além de aumentar a reprodutibilidade dos resultados e a rapidez do pro-
cesso, os métodos automaticos permitem realizar controle de resisténcia antimicrobiana
por programas de vigilancia (11, 12). Erros na transcrigao de resultados também sao evi-
tados, removendo o aspectivo tedioso do exame. Nesse caso, o especialista é responsavel

apenas por validar e, se necessario, corrigir os resultados.

Os principais sistemas automaticos apresentados na literatura sao: OSIRIS (6, 13)
e Sirscan 2000 (6, 7), j4 os semiautomaticos sao: Oxoid Aura (11, 14), ADAGIO (7)
e BIOMIC (7). Os sistemas OSIRIS e Aura nao estdo mais disponiveis e o BIOMIC

apresenta problemas de uso na rotina do hospital (7).

Os sistemas automaticos OSIRIS e Sirscan 2000, possuem a opcao de ajuste ma-
nual dos resultados apdés a analise automatica. Para essa abordagem diversos estudos
apresentam resultados com baixo erro e alta correlagao (6, 13, 11). Entretanto, o trabalho
apresentado por (7) demonstra um maior desvio dos resultados quando utilizado o ajuste

manual do sistema Sirscan 2000.

O artigo apresentado por (14) esclarece que os testes descritos em outros trabalhos
sdo realizados por um especialista experiente e em laboratério especifico. Neste trabalho,
o sistema Aura foi testado por diferentes técnicos em diferentes laboratorios espalhados
por cinco cidades da Indonésia e na Holanda. O mesmo apresentou indice de correlagao de
63% entre o Aura e medidas manuais, divergindo do trabalho apresentado por (11) com
correlacao geral de 99%. O trabalho também indica que os sistemas automatizados para
o antibiograma por disco-difusao sao muito caros, principalmente em paises com pequeno
recurso como a Indonésia. Afirma ainda que os testes de eficiéncia do método em questao

provam que a automatizagao ainda é um desafio mundial para microbiologia.

Na literatura também sao apresentados trés artigos descrevendo a metodologia
para automatizacao por processamento de imagens do antibiograma por disco-difusao (10,
15, 16). Os mesmos serao abordados ao decorrer desse trabalho, entretanto, antecipasse

que grande parte dos desafios descritos na Figura 3 nao foram abordados.

Por fim, considerando o alto custo e a escassez dos métodos automaticos disponiveis
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no mercado, a escassa documentagao de procedimentos para automatizar este processo e
o apelo mundial para controle da resisténcia microbiana, foi proposto o Projeto Autobac,
que visa, entre outros objetivos, a construcao de um equipamento para leitura e automacao

do processo de antibiograma por disco-difusao.

1.3 Projeto Autobac

O trabalho é questao é parte do projeto AUTOBAC, uma iniciativa FINEP -
Financiadora de Estudos e Projetos (Edital-Finep 05/2010 - Produtos Médicos e Bio-
materias), com o objetivo de desenvolver um sistema computacional embarcado para a
realizacao automatica da leitura interpretada do antibiograma, incluindo a elaboracgao
de uma plataforma para a aquisicdo da imagem digital. Atividades relacionadas ao de-
senvolvimento do algoritmo para o processamento de tais imagens foi inicializada em

2010 (Figura 4) no Laboratério de Instrumentagao e Processamento de Imagens e Sinais
(LIPIS) da Faculdade UnB Gama

da solugéo

El FlNEP Melhoria

2010-2012 2012-2013 2013-2014 2014-2016

Projeto Bolsista IC CSF - UP Mestrado SOCIedade
Autobac

Padrao Padrao DME + ( . )
Q_E“N‘,q ( DME ) ( Oxoid ) ( Oxoid ) Protétipo

Figura 4: Fluxo das atividades desenvolvidas pelo mestrando em questao no projeto Au-
tobac de 2010 a 2014.

Durante o periodo de dois anos (2010-2012) foram adquiridas 8 imagens de pla-
cas contendo o polisensidisco 15 da DME (Figura 2). Tais imagens foram coletadas em
um laboratoério de um hospital de médio porte, na cidade de Taguatinga, Distrito Fede-
ral. Devido as limitacoes e dificuldade de acesso aos laboratorios, a aquisicdo de outros
padroes foi impossibilitada. Além disso, tal aquisicao foi realizada com uma camera co-
mercial SX130 com tripé, portanto, sem controle efetivo de iluminagao e posicionamento
das placas. Durante essa etapa foi desenvolvido o cédigo para identificacao dos rétulos
alfanuméricos (17) e para regiao de inibicao (18) de imagens padrao DME 5.

Durante o programa Ciéncias Sem Fronteiras (CSF) realizado na Faculdade de
Engenharia da Universidade do Porto, Portugal (09/2012 - 08/2013) foi firmada uma

parceria com o Laboratério de Engenharia de Processos Ambiente e Energia (LEPAE).

Nesse cenario, foi identificado a necessidade de modificacao do algoritmo previamente
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desenvolvido para o padrao DME (Figura 5). Dessa forma, com o auxilio da Pr. Dra.
Olga Pastor Nunes, da Dra. Ivone Vaz Moreira e dos colegas Victor Teixeira e Eduardo
Silva, 32 imagens de placas de Petri com 6 discos foram adquiridas e digitalizadas para

teste e validacao do software a ser desenvolvido.

Figura 5: A esquerda padrao nomeado DME: usado placa de Petri de 110x15 mm e po-
lisensidisco DME de 15 discos. A direita padrao Oxoid: usado placa de Petri
90x15 mm e dispensador Oxoid de 6 discos.

Apébs a volta para o Brasil foi proposto generalizar o codigo desenvolvido, a fim
de criar uma interface no qual o usuério escolheria qual tipo de padrao utilizar. Tal
problematica foi tema do Trabalho de Conclusao de Curso (TCC) do mestrando em
questao (5) (2013-2014). Dessa forma, o sistema estava projetado a receber novos tipos de

antimicrobianos, configuragoes de placa e combinagoes dos antimicrobianos cadastrados.

Ap6s 4 anos de projeto havia uma evolugao consideravel na parte de software e
nenhum investimento em hardware. A automatizacao da leitura das imagens de antibi-
ograma estava realizada, mas a coleta de tais imagens nao. Além disso, todo codigo foi
desenvolvido na linguagem Matlab o que inviabilizaria embarca-lo. Também foi verificado
que a amostragem adquirida até o momento nao era suficiente para uma publicacao em
periddicos, visto que os trabalhos da literatura apresentavam cinco a dez vezes mais ima-
gens processadas. Tal publicacao seria essencial para verificar a importancia e relevancia

do trabalho a nivel internacional.

Dessa forma, o trabalho de mestrado em questao visou dar continuidade ao projeto
Autobac, gerando um protétipo funcional para aplicacoes em campo. Foram realizadas
aquisicoes de amostras clinicas em um hospital e o AIA foi adaptado para processa-las.
Paralelamente, novas imagens ambientais foram adquiridas no LEPAE, a fim de suprir a

baixa amostragem comparada a outros trabalhos.



28 Capitulo 1. Introducio

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento de um sistema para auxilio ao especialista no diagnéstico e in-

terpretagao do antibiograma por disco difusao.

1.4.2 Objetivos Especificos

1. Concepcao e validagao de algoritmo para auxilio ao diagnoéstico de antibiograma apli-

cado a imagens adquiridas com equipamento comercial.

2. Adaptacao e validacao do algoritmo para auxilio ao diagnéstico de antibiograma apli-

cado a imagens adquiridas com protétipo desenvolvido localmente.

3. Transmissao para nuvem de imagens dos antibiogramas coletados em campo com

prototipo funcional.

4. Submissdo de trabalhos académicos.
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2 Fundamentacao Tedrica

Nesta sessao sera apresentado um breve historico sobre o antibiograma por disco-
difusdo e sobre a Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI. Em seguida, sao

descritos os métodos de automatizacao deste antibiograma encontrados na literatura.

2.1 Histéria da CLSI

Em 1928 Alexander Fleming apresentou o uso da penicilina, o que mudou a histéria
da medicina (19). A partir dai, novos antimicrobianos foram descobertos e utilizados na
sociedade. O aparecimento de resisténcias bacterianas resultou na necessidade de definir o
patogeno do paciente, testando diversas concentragoes de antimicrobianos, determinando
assim a susceptibilidade ou resisténcia a droga. O primeiro método de antibiograma foi o

de dilui¢do em caldo ainda utilizado como referéncia de comparacao (19).

O método de disco-difusao comecgou a ser utilizado nos anos 50, visto que o de
microdiluicdo em caldo consumia bastante tempo. Neste cenario os laboratérios aplica-
vam o método a partir das suas préprias necessidades, definindo o tempo de incubacao,
concentracao do inoculo, temperatura da incubacao e concentracao do antimicrobiano
(20). Muitos pesquisadores reportaram a confusao de multiplos protocolos e a diferenca
de resultados adquiridos (12). Em 1956, W. M. M. Kirby prop6s um método para um

tnico disco do antibiograma por disco-difusao (20).

Percebendo a importancia da padronizacao do método a OMS realizou um encon-
tro com especialistas em 1960 (21). Tal encontro gerou um relatério definindo uma rotina
padronizada para o antibiograma em questao. Entretanto, algumas questoes foram pouco
abrangidas como: a escolha dos antibidticos, conteiido dos discos, meio de cultura e pro-
cedimentos para interpretacdo. A OMS continuou as melhorias patrocinando um grupo
de pesquisa liderado pelo Dr. Hans Ericsson (21). Paralelamente Kirby e A. W. Bauer
publicaram em 1966 uma extensiva revisao da literatura, atualizando os procedimentos do
antibiograma por disco-difusao (4). Posteriormente o método foi nomeado Kirby-Bauer
disk diffusion test.

Na mesma década, 31 especialistas representando 15 organizagoes se reuniram para
discutir formas de melhorar processos clinicos, desenvolvendo um consenso na padroni-
zacao de processos (22). Essa parceria ganhou forga e foi a base para a inauguracao da
NCCLS. Em 1977 a NCCLS foi acreditada pela American National Standards Institute
(ANSI). Nove anos depois foi necessario criar um subcomité para estudos de testes de

susceptibilidade in vitro que atualmente ¢ utilizado na industria farmacéutica (22).
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A NCCLS comecgou uma colaboragao com a OMS em 1998. Finalmente, em janeiro
de 2005, o nome foi alterado para CLSI visando refletir melhor seu objetivo internacional
de cuidado com a saide (23). Atualmente a CLSI possui mais de 1800 voluntarios ativos,
12 4reas de especialidade e 9 comités para desenvolvimento de padronizacdo. E a maior
organizagao do segmento e atualiza o documento Performance Standards for Antimicrobial
Disk Susceptibility Tests (24) anualmente. Em 2013, por exemplo, foram deletados todos
os limiares referentes ao [-lactamico exceto os da penicilina, oxalina e ceftarolina. Foi
descoberto que apenas esses elementos contribuem para predicdo do antibidtico. Ressalta-
se entao a importancia desta organizacao que mantém atualizado os materiais e métodos

do antibiograma por disco-difusao e muitos outros testes.

2.2 Meétodos de automatizacao do antibiograma

Basicamente, todos os algoritmos propostos para automatizacao do antibiograma
por disco-difusao apresentam quatro desafios principais: identificacdo dos discos e suas
posicoes, identificagado dos rétulos alfanuméricos de cada disco, identificagao da presenca
ou auséncia de halo e calculo do didmetro do halo caso exista. Dessa forma, a andlise
das propostas sera baseada nesses pontos, além de verificar se as mesmas se preocuparam
e se indicaram solugoes para os desafios descritos na Figura 3: sobreposi¢ao de halos,
formagao nao homogénea da circunferéncia, parcial atuagao do antimicrobiano, formacao

de segundo halo e problemas na semeacao do microrganismo.

2.2.1 RPAA - Anilise de perfis de média

O primeiro trabalho com uma solugao completamente automaética foi o (10), nome-
ada RPAA. A identificacao dos discos foi dividida em duas etapas, a primeira foi aplicar
uma binarizacao por histograma. O valor do limiar de binarizacao nao foi claramente
apresentado, apenas foi informado que o mesmo foi calculado em funcao do nivel de in-
tensidade de maior valor de cada placa. A segunda etapa consistiu em individualizar as as
areas nao conectadas através do algoritimo blob coloring (25). Em seguida foram aplicados
limiares de tamanho e forma para classificar as areas em discos e ruidos. Tais limiares

também nao foram evidenciados (10).

O baricentro de cada area classificada como disco foi considera como a posigao
do mesmo. Para identificagdo dos rétulos foi utilizado o método de Diday ou conhecida
atualmente como k-means (26). Sabe-se que este método verifica n observagdes em k
grupos. Neste artigos nao foi explicitado a quantidade de grupos e quais seriam os mesmos.

O artigo relata que todos os discos foram identificados e rotulados com sucesso (10).

Na identificagdo dos halos foi segmentado um quadro de 35mm centrado na posigao

do disco. Para cada quadrado foi gerado uma perfil radial com média de pizels calculada.
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Tal perfil foi representado por uma curva e seu formato foi classificado em tipo U ou tipo
L. A Figura 6 ilustra as trés classificagoes possiveis, a), b) ou ¢). A estratégia consistiu
em levantar uma equacgao de contraste C' baseada na curva em questao e compara-la com
o limiar T1, definido empiricamente como 0,013. Caso C' fosse maior que T1 a curva era
classificada como do tipo U (Figura 6.a), caso contrario, como L. Para perfis do tipo U o

raio do halo foi calculado pela posicao correspondente a um quarto da rampa acendente.

Para diferenciar os perfis tipo L entre b) e ¢) foram utilizados os perfis tipo U para
calcular os limiares T2 e T3. Perfis com nivel de intensidade préximos a T2 correspondiam
a halos com didmetro acima de 35mm (Figura 6.b), j& os préximos a T3 correspondiam a
auséncia de halo (Figura 6.c). Em 66 testes de susceptibilidade nenhuma curva do tipo U
foi encontrada impossibilitando o célculo de T2 e T3. Esses testes foram descartados das
resultados (10).

Figura 6: Padroes de perfil radial com média de pizels calculas. a) Tipo U, b) Tipo L com
didmetro acima de 35 mm, ¢) Tipo L sem halos de inibic¢ao (10).

O trabalho também indica algumas restricoes do método. Primeiramente, a pro-
posta nao processa placas com agar de sangue devido ao sistema de iluminacao utilizado.
Além disso, é relatado que o RPAA nao testa combinagoes de diferentes de drogas, sendo
necessario algumas adaptagoes para se tornar um produto comercial. Por fim, solugoes
para os problemas descritos na Figura 3 nao foram abordados, nem mesmo o da sobre-

posicao que é a mais recorrente entre eles. O trabalho assume que o RPAA nao analisa
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o problema de crescimento irregular, descrito na Figura 3.D, inviabilizando resultados da

Enterococci, por exemplo (10).

2.2.2 Deteccao de contorno por textura

Em 1994 foi apresentado outro método completamente automatico (15). Para de-
teccao dos discos foram utilizados trés suposicoes: o tamanho do disco é constante e co-
nhecido, a posicao real nao esta tao distante da pré-definida e que o disco é composto por
niveis de intensidade perto da saturagao. A posicao pré-definida consistiu na construgao
de marcas no monitor de video. Ao posicionar a placa de Petri as marcas precisavam coin-
cidir com o local dos discos. O algoritmo desenvolvido procurou por méaximos locais em
formato de circulo préximos as posigoes pré-definidas, percorrendo as dire¢des norte, sul,
leste e oeste. O maior maximo local foi considerado a posi¢cao do disco. J& a identificacao

dos rétulos alfa-numéricos nao foi abordada.

A. GAVOILLE ef al.
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Figura 7: Mascaras M1 representando o halo de inibicdo e M2 representado o
substrato(15).
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Para a identificacao do halo de inibicao foram considerados a ndao homogeneidade

T = (2.1)

do crescimento e a sobreposicdo de halos. A solugdo apresentada baseou-se na deteccao
de contorno pelo teste t-Student. O teste foi aplicado entre duas méascaras M1 (halo) e M2
(substrato) ao longo de uma dire¢ao conhecida (Figura 7). A Equacao 2.1 ilustra a equagao
T, no qual o maximo absoluto defini a localizagdo do contorno. As mascaras podem ser
radiais ou circulares, de acordo com a posi¢ao do disco na placa (15). Este método também
¢ conhecido como “deteccao de contorno por textura” e tem como vantagens a redugao

de ruido na deteccao de contornos entre regioes com texturas diferentes.

(15) apresenta algumas restri¢oes na utilizagdo. Nesta proposta o usudrio precisa

definir em qual direcao a analise de bordas deve ser realizada: diagonal, vertical ou ho-
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rizontal, que varia de acordo com o antibidtico. Também nao é explicado o critério para

identificar casos de auséncia de halo de inibicao.

2.2.3 Analise de textura e filtros direcionais

O trabalho apresentado por (16) acrescenta duas etapas diferenciais: identificagao
da placa de Petri e identificacao do substrato. Para identificacdo da placa primeiramente
foi extraida a componente de intensidade (I) da representacao HSI das imagens. Em
seguida foi aplicado a transformada de Hough, que identifica formas circulares. A iden-
tificagdo do substrato foi necessaria visto que neste trabalho foram utilizados dois tipos
de agar: yellow e chocolate. Para tanto, a componente H da imagem HSI foi analisada,
imagens com maior quantidade de pizeis com intensidade préoxima a 120 foram classifica-
das com agar chocolate, as com intensidade préxima a 210 foram classificadas como agar

yellow.

A identificacdo dos discos foi dividida em trés etapas: binariza¢ao por limiar, ro-
tulacao por componentes conectados e reconhecimento de padrdes. O limiar foi calculado
utilizando uma técnica de detecgdo pelo minimo do histograma (16). A técnica foi apli-
cada na componente G da imagem RGB no agar yellow e na componente R no caso do
agar chocolate. A transformada de Hough foi novamente utilizada, a fim de encontrar
circunferéncias que foram desenhas a mao na base da placa de Petri. Tais circunferéncias
sdo concéntricas aos discos permitindo a identificagdo da posigao (16) dos mesmos. Neste

trabalho nao é informado estratégia para identificacao dos rotulos.

Figura 8: A esquerda: coroa concéntrica S em branco e raio da regidao de inibicao R;. A
direita: grafico representativo da de f(r) (16).

Z(J},y)ES | 7) Vv ](l’, y) |

() = v

(2.2)

Para identificacao dos halos de inibicao foi construida uma coroa, concéntrica a
cada disco, com raio r e espessura Ar (Figura 8). Também foi proposto uma fungao de
filtragem f(r), ilustrada na Equacao 2.2. Tal fun¢do combina informagoes do gradiente
de intensidade da componente I (HSI) da imagem com o vetor r. Os valores de maximo

(dgar chocolate) ou de minimo (dgar yellow) de f(r) definem a posigao de transigao entre
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halo e substrato. Na identificacao de auséncia de halo e completa sobreposicao de halos é
proposto com uma andlise de textura a posteriori baseada no célculo do desvio padrao da
componente G (RGB) do dgar yellow e da componente S (HSI) para imagens com dgar

chocolate.

2.3 Comparacao de métodos de medicao

Na academia ha sempre pesquisas que visam encontrar métodos de medicao de va-
riaveis com melhor performance, economia, rapidez, robustez, menos invasivos, etc. Nor-
malmente é realizada a comparacao entre o novo método proposto com outro ja validado.
A escolha do método estatistico correto para medir a concordancia entre dois métodos de

medida nao é trivial (27).

Muitos estudos calculam o coeficiente de correlagao de Pearson (28) entre os resul-
tados dos dois métodos de medi¢ao como indicador de concordancia. Entretanto, o mesmo
nao ¢ indicado para comparacao entre métodos, visto que ele nao avalia concordancia e
sim associagao (29, 27, 30). (29) exemplifica bem tal afirmagao ao indicar que um aparelho
que mede os valores 80, 95, 96 ¢ 100 mmHg de quatro individuos tem correlagao perfeita

(r=1) com outro aparelho que mede 90, 105, 106 e 110 mmHg para os mesmo individuos.

Testes estatisticos classicos que investigam diferencga entre dois conjuntos de dados
também nao devem ser usados para comparagao entre métodos (30). O ¢t —test para amos-
tras independentes por exemplo, nunca deve ser usado em conjunto de dados obtidos da
mesma amostra biolégica, o que os define como amostras dependentes. Ja o t — test pare-
ado pode ser utilizado para comparagoes grosseiras, tal teste revela diferencas constantes

mas nao proporcionais entre os dois métodos de medida (30).

Os métodos de regressao linear sdo opgdes para comparagao de métodos de medi-
¢ao. Entretanto, sdo bastante sensiveis a distribuicao de probabilidade dos dados, relagoes
lineares e especialmente outliers (30). Além disso na regressao linear é quantificado a qua-
lidade do ajuste 72 (coeficiente de determinagao). Tal medida também indica linearidade
entre dados e ndo concordancia (27). Por fim, presume-se que os métodos de comparagao

sao realizados sem erro (30).

Dessa forma, alguns métodos foram desenvolvidos exclusivamente para compara-
¢ao de métodos de medida, como: regressao de Passing and Bablok (P&B), regressao de
Deming, Mountain plot e grafico de Bland and Altman (B&A) (30). Neste trabalho sera

descrito o método de B&A e o P&B, que sdo os mais utilizados na literatura.
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2.3.1 Grafico de Bland-Altman

O artigo descrevendo o grafico de B&A foi publicado em 1983 (31) como alternativa
ao calculo do coeficiente de correlagao. O mesmo consiste em avaliar a concordancia de
duas variaveis (X e Y) graficamente. A Figura 9 exemplifica o gréafico em questao no qual
0 eixo x representa a média entre as medigoes (X+Y)/2 e o y a diferenca entre elas (X -
Y). A Figura 9 também apresenta o gréafico de dispersao entre as duas medidas, sugerido

por (31) como complemento da andlise.

As varidveis calculadas sdo o viés (d média) e o desvio padrao (sy) da diferenca
entre X e Y. Caso essa diferenca apresente distribuicao normal o calculo dos limites de
concordancia corresponde a d £+ 1,96s,4. Caso contrario é indicado uma abordagem nao
paramétrica (31). Os limites representam a regiao em que se encontram 95% das diferengas
dos casos estudados. A Figura 9 representa um caso no qual todos as diferencas estao

contidas na regiao de limite, indicando que os métodos sdo equivalentes estatisticamente.

Existem diversos so ftwares que oferecem o grafico de Bland-Altman, como: Analyse-
it, R, GraphPad Prism, NCSS, MedCalc, StatsDirect ¢ Matlab!. Tal método de compa-

ragao é recomendado pela CLSI como referéncia para comparagao paramétricas (32).
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Figura 9: A esquerda, grafico de dispersao contendo o coeficiente de correlagao e os limites
de concordancia. A direita, grafico de Bland-Altman contendo o valor do viés,
Limite Superior de Concordancia (LSC) e Limite Inferior de Concordancia (LIC)
(29).

2.3.2 Regressao de Passing and Bablok

A regressao P&B visa comparar dois métodos de medicao de forma nao-paramétrica,

ou seja, sem supor que os dados pertencem a uma distribuicdo de probabilidade. E uma

L https://www.mathworks.com/matlabcentral /fileexchange /45049-bland-altman-and-correlation-plot
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técnica nao sensivel a outliers, tratando-os de forma simétrica e robusta (33). Basica-
mente, trata-se de calcular os parametros a e b da equagao linear y = a + bx, usando um
intervalo de confianca de 95%. Dessa forma, o resultado consiste em duas retas, uma su-
perior e outra inferior. Se o valor 0 esta no intervalo calculado de a e o 1 esta no intervalo

de b, pode inferir que os dois métodos sao equivalentes (33, 30).

O método de P&B s6 é valido caso exista uma relagao linear entre os dois métodos a
serem comparados. Para tanto, é utilizado o Cusum test que resulta no valor de p (34, 33).

Caso p < 0,05 nao ha relagao linear entre os dois métodos de medicao, inviabilizando a
utilizacao do P&B (30).

A Figura 10 ilustra os dois gréaficos resultantes do método de P&B. O primeiro
consiste no diagrama de dispersao com linha de regressao e bandas de confianga. Ja o
segundo ilustra grafico de residuos, representando a distribuicao das diferencas entre os
métodos ao longo da linha de regressao. Ha um terceiro grafico que também pode ser

analisado, o mesmo consiste no valor do cusum ao longo da linha de regressao (30).
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Figura 10: A esquerda diagrama de dispersao com linha de regressdo e bandas de con-
fianca. Linha de regressdo igual a y = -3.0 + 1.00x; 95% de CI, sendo a =
[-3.8, -2.1] e b = [0.98, 1.01]. Cusum test indicou linearidade (P > 0,10) en-
tre os métodos. A direita grafico de residuos, representando a distribuicao das
diferengas ao longo da linha de regressao. Adaptado de (30)

O exemplo indicado na Figura 10 engloba o valor de 1 na varidvel b (inclinagao da
reta). Entretanto nao contém o valor de 0 no range de 95% de a. Dessa forma, o teste de
P&B nao foi bem sucedido, entretanto, a pequena diferenca entre os dois métodos leva a

uma futura investigagdo na precisao dos mesmos (30).

O trabalho publicado por (35) indica que o tamanho minimo da amostra para
utilizacado do método P&B ¢é 50. Quanto menor a amostra, mais larga é a banda de

confianca. Sendo assim, maior a probabilidade de englobar 0 0 em a e 0 1 em b.
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3 Materiais e Métodos

Nesta secao sera apresentada a natureza das amostras ambientais e clinicas utili-
zadas neste trabalho, bem como os protocolos para geracao e aquisicao das imagens que
as representam. Também sera apresentado a solugdo em nuvem, responsavel por receber
e armazenar as imagens coletadas pelo prototipo funcional desenvolvido. Por fim, o Algo-
ritmo de Identificacdo Automatica (AIA) é descrito, abrangendo suas trés fases principais:
identificacdo da posi¢ao dos discos, identificagdo dos réotulos alfanuméricos e identificagao

dos halos de inibicao.

3.1 Materiais

3.1.1 Natureza das amostras clinicas e ambientais

As primeiras amostras clinicas foram adquiridas num hospital de médio porte da
cidade de Taguatinga, DF. Todas as amostras foram provenientes de pacientes do pronto-
socorro. As bactérias foram classificadas em: gram positivo, gram negativo ou urinarias.
A partir desta classificacao eram aplicados os respectivos polisensidiscos oferecidos pela

empresa DME, os respectivos antimicrobianos sao listados na Tabela 2.

A composigao da amostragem ambiental consistiu em 63 bactérias, isoladas a partir
de uma estagao de tratamento de dguas residuais localizada na cidade de Porto, Portugal.
Todo o procedimento foi realizado pela equipe especializada do LEPAE. A experiéncia da

equipe induziu ao teste de 12 antibidticos listados na Tabela 2.

3.1.2 Scanner comercial e o protétipo funcional

As imagens ambientais foram coletadas com o instrumento ChemiDoc™ MP Sys-
tem!, da Bio-Rad no modo “epi white illumination” (Figura 11). O software Image Lab™
integrado ao sistema configura aquisicoes de imagens com tamanho de 1392x1040, 254 dp¢
e 8 bits. O padrao de aquisicao nao foi alterado, mantendo-se o mesmo para todas as ima-

gens.

Em 2012 foram realizadas as primeiras aquisi¢oes de imagens clinicas do projeto
Autobac. Para tanto, foi utilizada uma camera Canon SX130, com tripé, resultando em
imagens de 3000x4000 pixels com resolugdo de 180 dpi. No primeiro trimestre de 2014
iniciou-se a construcao de um protétipo funcional, visando adquirir as imagens de uma

forma mais simples e padronizada, além de transmiti-las a um servidor.

L http://www.bio-rad.com/en-us/product/chemidoc-mp-system
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Tabela 2: Antimicrobianos utilizados para amostras clinicas e ambientais. Discos internos
correspondem aos discos presentes na circunferéncia interna do dispensador
ou polisensidisco. Ja os discos externos correspondem aos discos presentes na
circunferéncia externa.

Natureza Tipo Discos Internos Discos Externos
AMI 30, AMC 30, AMP 10
DME 15 NOR 10, NAL 30, NIT 300 CPM 30, CRO 30, SUT 25
Clinica Série Urinaria ~ CFZ 30, OFX 05 TET 30, CIP 05

GEN 10, CFL 30

AMP 10, CFL 30, CFO 30
DME 15 ERI 15, CLO 30, RIF 05 GEN 10, OXA 01, PEN 10
Gram Positivo VAN 30, CLI 02 SUT 25, TET 30

CFO 30, CIP 05

AMI 30, AMC 30, AMP 10
DME 15 ATM 30, PIT 110, CFO 30 CPM 30, CRO 30, CIP 05
Gram Negativo CAZ 30, CLO 30, GEN 10, SUT 25

CFL 30, TET 30
Padrio 1 CAZ30, CT50, MEM 10, S10

Ambiental RL25, TICT5
Padrio 2 TET30, SXT25, CIP5
CN10, AML25, KF30

Figura 11: Equipamento ChemiDoc™ MP System da Bio-Rad utilizado para aquisicdo
das imagens de amostras ambientais. A esquerda o equipamento fechado, ao
centro a placa de Petri inserida no mesmo e a direita o software Image Lab™
que permite ajustar a qualidade e foco da imagem.

Dessa forma, foi montada uma equipe que consistiu no aluno de engenharia eletro-
nica, Gustavo Vinicius Martins Arvelos, no engenheiro eletronico, Willian Vilarino Leite
e no mestrando em questao. As etapas de construgao e teste do prototipo foram descritas

no Trabalho de Conclusdo de Curso do aluno Gustavo Arvelos (36).

A Figura 12 ilustra o protétipo desenvolvido até novembro de 2015. Até o momento
este possui 4 botoes de comando, que permitem: desligar o protétipo (superior esquerdo)

e de navegar do menu contido no LCD (botoes a direita). O menu inicial permite que o
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usuario: 1. Faca a aquisicao da imagem do antibiograma, 2. Envie as imagens adquiridas
para o servidor e 3. Transfira as imagens para um dispositivo externo USB. A placa de
Petri é inserida sem a tampa em uma gaveta (Figura 12) que, internamente, possui uma

iluminacgao difusa na base e outras na lateral do protétipo.

Figura 12: Prototipo funcional construido. Superior esquerdo: imagem adquirida com ilu-
minacao difusa, Superior direito: visao interna do protétipo ilustrando as ilu-
minagoes laterais e na base da placa, Inferior esquerdo: prototipo com gaveta
fechada, Inferior direito: protétipo com gaveta aperta e placa inserida.

A aquisicao da imagem, op¢ao 1 do protétipo, é micro-controlada e utiliza uma
camera HD com autofoco. Apds cada aquisicao a imagem é armazenada e, em caso de erro,
o processo é repetido e informado ao usuario. A opcao 2 verifica quais imagens ainda nao
foram enviadas ao servidor. Apos lista-las, é realizada uma conversao das mesmas para o
formato base64 (37). Para cada imagem convertida é enviado um método de requisi¢ao
chamado POST, suportado pelo protocolo Hypertext Transfer Protocol (HTTP). Essa

requisicao ¢ recebida pelo servidor que converte a string base64 recebida na imagem
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adquirida. O processo de envio de cada imagem é apresentado ao usuario no LCD do

prototipo, indicando o sucesso ou erro da operacao.

Por fim, a opcao 3. verifica se ha espago no dispositivo USB. Caso tenha, as imagens
sao transferidas e o usuario é informado. Caso nao tenha, é apresentado uma mensagem de
erro reportando a situacao. Apéds a finalizacao de qualquer uma das trés operagoes o LCD
retorna ao menu inicial aguardando novas instrucoes. A rede Wifi utilizada para comuni-
cagao com o servidor foi configurada previamente via microcontrolador, correspondeu a

rede roteada 3G de um celular usado em campo.

3.1.3 A solucao de servidor em nuvem

O servidor em nuvem, também conhecido como cloud server, é responsavel por de-
codificar, armazenar e processar as imagens enviadas pelo protétipo desenvolvido. Além
disso, é possivel enviar uma mensagem de confirmacao de recebimento, bem como os
resultados dos halos de inibicdo para os respectivos rétulos. Para validacao, foram desen-
volvidas as funcionalidades bésicas, que permitem testar a comunicagao cliente/servidor
e acessar as imagens para o processamento. A Figura 13 ilustra as etapas de aquisicao,

armazenamento e processamento das imagens de antibiograma.

¥
Transmissao servidor
nuvem

Prototipo de
aquisicao

Imagem adquirida

Exames Exame 12/04/2016 21:16:46 #

Imagem processada

Figura 13: Etapas de aquisicao, armazenamento e processamento das imagens de antibi-
ograma

4

O servidor esta alocado provisoriamente no site “www.inbd.com.br/autobac”. A
empresa INBD é parceira do LIPIS em diversos projetos e disponibilizou seu site para os
testes iniciais. A primeira versao do site conta com algumas funcionalidades de interface

COImo:



3.2.  Protocolo para geracio de imagens e leitura manual 41

1. P4gina de login (Figura 14.A), no qual o cliente inseri seu usuério e senha para acessar

sua conta;

2. Cadastro de nova empresa (Figura 14.D), apds o cadastro a senha de acesso é enviada

para o email informado;

3. Acesso aos exames enviados com data e hora de recebimento (Figura 14.B). A imagem

coletada é ilustrada conforme o exame ¢é selecionado;

4. Menu de configurac¢oes para manipulagio de usuérios e informagoes da conta (Figura
14.D);

O site foi desenvolvido usando o framework PHP Yii?. Corresponde a um ambiente
de desenvolvimento de alta performance, totalmente orientado a objeto, com arquitetura
de software MVC. Essa escolha permite flexibilidade para mudancas rapidas e eficientes.
Além disso, o Yii conta com inimeras funcionalidades de seguranca, evitando ataques via

script XSS, prevengao CSRF e ataques via cookie (38).

Para armazenamento das informacoes foi escolhido o banco de dados relacional
PostgreSQL?. Consiste num projeto de codigo aberto, gratuito, com larga documentacao
e foruns de discussao. Destaca-se pela facilidade de acesso, integracdo com outros tipos
de bancos e estrutura para guardar dados georeferenciados. Essas trés caracteristicas sao
essenciais para comunicagdo com o banco de dados de hospitais e para o futuro controle

de resisténcia bacteriana, referenciando a regiao no qual o exame foi realizado.

O framework Yii também oferece o pacote CHttpRequest necessério para as requi-
sicoes do protocolo HTTP. Tal pacote oferece as funcionalidades para receber o método
POST enviado pelo protétipo com a imagem adquirida. Além disso, o pacote oferece uma
facil manipulagao de variaveis que podem ser inseridas posteriormente no POST como:
ID do protétipo, empresa vinculada, cédigo de barras do exame, nome do paciente, nome

do especialista responsavel, etc.

3.2 Protocolo para geracao de imagens e leitura manual

3.2.1 Aplicacdo ambiental

O processo de rotina utilizado no LEPAE seguiu as orientacoes apresentadas por
(39), usando dgar de Mueller-Hinton (Oxoid Limited; Hampshire, UK). Tal procedimento
¢ baseado no descrito pela CLSI com alguns cuidados pertinentes a bactérias de aguas

residuais urbanas em estagoes de tratamento. Foram utilizadas placas de Petri de 90 x

http://www.yiiframework.com/

3 https://www.postgresql.org/
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Figura 14: Interface desenvolvida disponivel no site www.inbd.com.br/autobac. A: Tela
de login pra insercao de usudrio e senha. B: Selecdo dos exames recebidos
para verificagao dos resultados. C: Menu de configuracao para manipulagao de
usuarios e informagcao da empresa. D: Tela de cadastro de novas empresa.

15 mm. Para cada bactéria isolada foram testados 12 antibidticos diferentes (Tabela 2 e
Figura 16): amoxicilina (25 ug), gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), sulfametoxa-
zol/trimetoprim (23,75 / 1,25 ug), tetraciclina (30 pg), cefalotina (30 pg), meropenem (10
ug), ceftazidima (30 pg), ticarcilina (75 pg), sulfato de colistina (50 pg), sulfametoxazol
(25 pg) e estreptomicina (10 ug). Em cada placa, seis discos foram aplicados manualmente
com o dispensador (Thermo Scientific™ Ozoid™ Antimicrobial Susceptibility Disk Dis-
penser, ST6090, Waltham, MA, EUA) ilustrado na Figura 15. Dessa forma, foram gerados
756 testes (63 isolados com 12 discos cada).

Cada placa foi examinada visualmente (a olho nu) por trés leitores humanos in-
dependentes (L1, L2 e L3), usando uma régua milimétrica para medir o didmetro cor-
respondente a cada zona de inibicdo. Caso a diferenca entre L1 e L2 fosse menor que 4
mm a média dessas medidas era adotada como o Leitura de Referéncia (LR). Por outro
lado, se essa diferenca fosse maior que 4 mm, o valor de LR era definido pela leitura L3
(10). Essa abordagem foi utilizada para avaliar a influéncia da falta de experiéncia/prética
no resultado final da medigdo manual. Visando melhorar a confiabilidade das medidas, a

leitura L3 foi realizada por um membro sénior da equipe de pesquisa.

As 126 placas com amostras ambientais foram classificadas em dois tipos: Classicas
ou Desafiadoras. As Classicas corresponderam as imagens com no maximo dois halos com
sobreposi¢gdo e sem nenhum desafio dos apresentados na Figura 3. As demais imagens

foram classificadas como Desafiadoras. Cada grupo foi composto de 63 imagens (378
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Figura 15: Dispensador Oxoid ST6090 utilizado para insercao dos seis discos de antibio-
grama nas amostras ambientais.

Figura 16: Divisdo dos 12 discos antimicrobianos em duas placas de Petri (5).
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leituras).

3.2.2 Aplicacao clinica

Os procedimentos para condicionamento e interpretacao das placas com amostras
clinicas seguiram a padronizagao prevista pela CLSI (24). O processo de coloracao de
GRAM foi utilizado manualmente para identificacao do tipo de gram de cada bactéria.
Em seguida, foi utilizado os Polisensidiscos 15 Gram negativo, Gram positivo ou série
urinaria em placas de Petri de 110 x 15 mm, de acordo com o tipo encontrado e a espécie da
bactéria (Figura 17). Ao total, foram realizadas 5 visitas ao hospital. Nas duas primeiras
visitas (17/03/2016 e 31/03/2016) nao foi possivel realizar as medidas manuais devido
disponibilidade do especialista. Sendo assim, as 26 imagens coletadas nessas visitas foram
adotadas como amostragem de teste, utilizadas para modificar o ATA ao novo padrao de

imagens.

As outras trés visitas (06/04,/2016, 26/04/2016 ¢ 27/04/2016) consistiram em 19
bactérias Gram negativas, 3 Gram positivas (2 Streptococcus Enterococo e 1 Streptococcus
aureus) e 1 Série urinaria. Dessa forma, foram gerados 345 testes (23 isolados com 15
discos cada). As datas de coleta foram definidas de acordo com a disponibilidade dos
especialistas, de forma que, a quantidade de placas e tipos de bactérias se restringiram
a essas visitas. As medigoes manuais seguiram o mesmo padrao das amostras ambientais

(secao 3.2.1), sendo L1 e L2 microbiologistas e L3 a coordenadora da equipe.

A proporgao de bactérias Gram positivas, Gram negativas e série urinaria é na-
turalmente desbalanceada. O hospital recebe mais bactérias Gram negativas ativas pelo
simples fato de serem mais virulentas, ou seja, terem uma capacidade cerca de 80% maior
de causar infeccdo do que as bactérias Gram positivas. Isso se explica pela diferenca na
composicio da parede celular das Gram negativas. E menos espessa permitindo a troca
de compostos celulares que conferem os principais mecanismos de resisténcia. A baixa
proporcao de Gram positivas nao indica menor importancia, elas se sobressaem em casos

especificos como em infecgoes de tecidos moles, como por exemplo coragao e pele (40).

Nas amostras clinicas nao houve classificacao entre imagens Classicas e Desafiado-
ras, visto que apenas 2 das 23 placas seriam classificadas como Cléssicas. As demais 21
placas seriam classificadas como Desafiadoras por apresentarem mais que 2 sobreposigoes,
o que é comum quando se utiliza Polisensidisco, ja que sao mais discos e ha menos espago

entre eles.

3.2.2.1 Consideracoes éticas

O projeto de pesquisa em questao faz uso de exames clinicos de pacientes tendo,

entdo, o dever de garantir que as normas legais sejam cumpridas. A resolugdo 196/96 se
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Figura 17: Polisensidiscos ou Polisensidisc de 15 discos comercializados pela empresa
DME. A esquerda, série Gram negativo, ao centro, Gram positivo, a direita,
série urinaria. Figura disponivel em: “www.dme.ind.br”

refere ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), no qual o paciente fica ci-
ente dos riscos associados a sua integridade fisica e emocional. Os exames de antibiograma
por disco difusao recebidos neste trabalho nao possuem nenhuma informacao que leve ao
paciente associado. Tais informagoes apenas descrevem a susceptibilidade de uma bactéria
aos antibidticos aplicados e isoladamente essa informacao nao pode levar a um individuo
especifico. Os cddigos de barra que associam tais informacoes ao paciente foram retirados
pelos microbiologistas do Hospital antes das placas de Petri serem digitalizadas para a
presente pesquisa, e posterior descarte como resido hospitalar. Sendo assim, nao ocorreu
modificagdo no protocolo clinico adotado no hospital e as identidades dos individuos fo-
ram suprimidas antes da digitalizacao. Além disso, é possivel caracterizar as amostras
como residuo hospitalar em processo de descarte e, portanto, o TCLE nao ¢ aplicavel no

contexto da presente pesquisa e desenvolvimento.

3.3 Processamento digital para identificacao de rétulos e halos

Para o processamento das imagens adquiridas neste trabalho foi utilizado o Algo-
ritmo de Identificacio Automatica (AIA) (5, 41). Para as amostras ambientais nao houve
mudanga no AIA, dessa forma o algoritmo é descrito na se¢do 3.3.1. Ja para as amostras
clinicas, foi necessario algumas adaptagoes no AIA devido a diferenca na forma de aqui-
sicao das imagens (se¢ao 3.3.2.1). Na secao 3.3.2.2 é descrito a forma de conversdao entre

pizel e milimetros implementada para as imagens clinicas.

3.3.1 Amostras ambientais

A metodologia para o processamento das amostras ambientais é descrita neste
trabalho, visto que a mesma ¢ base para o algoritmo aplicado nas imagens adquiridas

pelo protétipo funcional (amostras clinicas) (segdo 3.1.2).
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Na secao 2.2 foi afirmado que os métodos para automatizacdo do antibiograma
por disco-difusao possuem quatro desafios principais: identificagdo dos discos e suas po-
sicoes, identificacdo dos rotulos alfanuméricos de cada disco, identificacdo da presenca
ou auséncia de halo e calculo do diametro do halo caso exista. O AIA aparenta solugoes
para todas elas, além de propor a segmentacao da placa de Petri na imagem original. A
Figura 18 ilustra o fluxograma do AIA, explicitando a sequéncia de processamento e suas
principais etapas. Tais etapas foram divididas nas se¢oes 3.3.1.1, 3.3.1.2 e 3.3.1.3 melhor
compreensao. O software MATLAB R2012b (Math-Works, Inc.; Natick, MA, USA) foi

utilizado para codificagdo da solugao proposta.

G - Imagem rotulada F - Identificagdo de halos

Invariancia de Promediag&o por
Momento Afim semi-circunferéncias

- B - Imagem C.1 - Imagem Binarizada
A - Imagem Original Segmentada C.2 - Objetos classificado
como discos

D.1 - Mascara dispensador
D.2 - Posigdes estimadas

1) Identificacédo de
rétulos e halos

Segmentagao Processamento Estimativa de Identificagdo
geral _ﬂ Morfolégico . Posicdes . de Posi¢des —
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1) Identificacédo dos E - PosigBes identificadas
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Figura 18: Fluxograma o Algoritmo de Identificacdo Automatica (AIA). (B) Regiao de
interesse contendo apenas a placa de Petri. (C.1) Imagem resultante apds a
binarizagao por histograma usando o método de Otsu para célculo do limiar
(C.2) Regides vizinhas aos objetos classificados como discos (D.1) Mascara
criada com as mesmas dimensoes do dispensador utilizado (D.2) Discos gover-
nados pela méascara (E) Identificagdo da posi¢ao dos discos apds varredura em
cada regiao de discos estimados (F) Halos de inibi¢ao identificados (G) Rétulos
dos discos identificados. Adaptado de (41).

3.3.1.1 Identificacdo das posicdes dos discos

Para identificacdo dos discos, foi inicialmente realizada uma segmentacao geral,
no qual a regiao de interesse, contendo apenas a placa de Petri foi segmentada e con-
vertida para a escala de cinza (Figura 18-B). Para tanto, foi aplicada uma binarizagao

por histograma utilizando o método de Otsu (42) para definigdo do limiar. Entretanto,
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como este método é indicado para histogramas bimodais, os pizels do fundo (com nivel

de intensidade de 0 a 5) foram mascarados para 255, resultando na Figura 19.

Figura 19: Imagem original binarizada (5).

Em seguida, o objetivo foi evidenciar em uma imagem binaria os discos antimicro-
bianos. Sendo assim, aplicou-se uma binarizagao por histograma (Fig. 18-B), utilizando
um limiar de 97% da amplitude méxima de pixel da imagem. Isoladamente, esse limiar
possibilita uma binarizag¢ao nao robusta dos discos que se encontram nas altas amplitudes,

contudo combinando com técnicas posteriores a identificacdo tornou-se robusta.

Buscando confiabilidade na segmentacao dos discos, um processamento morfold-
gico foi aplicado em cada regidao rotulada na imagem binaria. A razdo entre o Didmetro
Vertical (DV) e o Didmetro Horizontal (DH) e a drea (A,) das regides foram analisadas,
sendo que a razao DV /DH aceitdvel foi entre 0.9 e 1.1 e A, do circulo (7r?) compreendido
entre m(2.9mm)? e m(3.1mm)? (Eq. 3.1). Esses parametros permitem classificar todos os
objetos circulares de aproximadamente 6 mm de didmetro (didmetro do disco) da imagem
binaria. Para conversao de pixel para milimetros e vice-versa, foi utilizado o tamanho da
placa de Petri (90 mm) e o tamanho da imagem processada em pixel. A Figura 18-C.2

ilustra as regides classificadas pelos parametros DV/DH e A, supracitados.

disco se (09<VD/HD <1.le
7(2.9mm)? <A, < 7(3.1mm)?) (3.1)

ruido caso contrario

Para estimar a posicao dos demais discos possivelmente nao classificados, foi criado
um anel com a mesma dimensao do dispensador utilizado. Dessa forma, foi possivel definir
quais discos classificados eram regidos pelo anel (Fig. 18-D.1). Com posse de apenas um
disco de referéncia no anel interno é possivel estimar a posi¢do dos demais usando o

seguinte conjunto de equagoes de rotagao (Eq. (3.2)

[xr(z)} _ [cos(@i) —sen(@i)] [x] (3.2)
Y (1) sen(0;) cos(6;) | |y
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no qual x,.(i) e y.(i) correspondem as coordenadas de cada ¢ pilula estimada e z e y as
coordenadas do disco de referencia e 6; = 27” sendo 7 = 1...6 (6 discos). A Figura 18-D.2

ilustra a estimativa de todas as posi¢oes mencionadas.

A Figura 18-D.2 ilustra a estimativa de todas as posi¢des mencionadas. Salienta-se
que a mesma logistica indicada em (17) foi utilizada, modificando o algoritmo conforme a
quantidade de discos e geometria do dispensador. Dessa forma, sabendo a quantidade de
discos e havendo um padrao de disposicao dos mesmos na placa, é possivel adaptar esta

estratégia a diversos contextos.

Apoés a estimativa, as posigoes foram identificadas. Para tanto, foi aplicada uma
segmentacao na imagem original utilizando um quadrado com o dobro do tamanho do
disco (12 mm), centrado nas coordenadas de cada posigao estimada. Entao, foi realizada
uma varredura dentro de cada quadrado segmentado, utilizando uma circunferéncia de 6
mm. A cada passo era calculada a soma total dos pizels na imagem, sendo a soma de maior

valor a posicao correta da pilula. A Figura 20 ilustra alguns dos resultados, enquanto que

a Figura 18-E ilustra todos os resultados das posicoes contidas na placa de Petri.

e
=0

Figura 20: Identificacdo da posigao dos discos (5).

3.3.1.2 lIdentificacdo dos Rétulos alfanuméricos

Primeiramente, foi criado um banco de imagens contendo as figuras de cada disco

interno referente aos tipos de imagem utilizada (Tabela 2).

Sabendo a posicao exata de cada pilula foi possivel binarizar sua imagem, de forma
que resultasse apenas o rétulo, como mostra a Figura 21. O limiar utilizado na binarizagao

correspondeu na metade da area sob o histograma.

Com posse de todos os rétulos de todos os antimicrobianos foi possivel comparar
a sequéncia extraida com a do banco de imagens. Para tanto, foi utilizado o algoritmo
de reconhecimento de padrdes por Invaridncia de Momento Afim (IMA) (43)*. Encontrar
caracteristicas invariantes eficientes é a chave para a solucao deste tipo de problema. O
programa IMA agrega diversos tipos de caracteristicas no reconhecimento, divididas nos

quatro grupos:

4 http://www.mathworks.com/matlabcentral /fileexchange /43218-visual-inertial-

odometry/content /SIFT /match.m
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Figura 21: Extracao do rétulo dos discos. (a) Imagem em nivel de cinza do disco seg-
mentado, (b) Histograma do disco segmentado e (¢) Imagem bindria do disco
segmentado, com limiar igual ao nivel de 50% da &rea sob o histograma (5).

1. Caracteristicas visuais (bordas, texturas e contornos);

2. Caracteristicas de coeficientes de transformadas (descritores de Fourier, coeficientes
de Hadamard) (43);

3. Caracteristicas algébricas (baseada na decomposigao matricial da imagem); e

4. Caracteristicas estatisticas (invaridncias de momento);

Resumidamente, algoritmo IMA utilizado recebe duas imagens binarias de entrada
e retorna o nimero de caracteristicas em comum entre elas, denominado Number of Fea-
tures (NF). Dessa forma, quantificada a semelhanca entre o rétulo extraido e os rétulos

do banco de imagens. Os passos sistematicos para extrair a sequéncia correta sao:

1. Escolhe qualquer rétulo como referéncia e realiza a comparagao entre os seis rotulos
da placa com os seis rétulos do Padrao 1 (Exemplificado na Figura 22) e Padrao 2,

descritos na Tabela 2.

2. Cada comparacao resulta em um valor NF, a média dos mesmos é igual a unF__std_ k,

no qual n referencia rotacao e o k referencia o Padrao do banco de dados.

3. E realizada uma rotacao na ordem dos rétulos extraidos, tendo como referéncia o

préximo rotulo no sentido anti-horario da sequéncia.

4. O lago formado pelos passos 2 e 3 é repetido até que sejam comparadas as seis possiveis
rotacoes.

5. Neste ponto, a comparacao entre a sequéncia extraida e os dois Padrdes do banco
foram realizadas, rotacionando as seis possiveis posi¢des. A sequéncia com maior

média é adotada como correta Figura 22G.
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Figura 22: Exemplo de comparacao entre sequéncia de rotulos extraida e o Padrao 1
do banco de dados. O algoritmo de Invaridncia de Momento Afim (IMA) (43)
resulta no niimero de caracteristicas comuns entre as imagens binarias ( Number
of Features (NF)). A quinta rotacdo apresentou o maior valor da média uNF,
sendo assim, corresponde a sequéncia correta. Essas operacgoes também sao
utilizadas no Padrao 2, seguindo as etapas 1 a 5 descritas na secao 3.3.1.2.

Adaptado de (41).

A Figura 22 ilustra os resultados do algoritmo IMA adotado. Verifica-se a signi-
ficativa diferenca de valores NF quando estes se tratam do mesmo antibiético e quando
isto nao é verdade. Adianta-se que a estratégia utilizada possibilita a insercao de novas
sequéncias ao banco de imagens, possibilitando a adaptacao do algoritmo conforme o

contexto.

3.3.1.3 Identificacdao dos halos de inibicao

A identificacdo dos halos de inibi¢ao limitou-se a didmetros entre 8 e 30 milimetros,
suficiente para os antibidticos adotados (24). Inicialmente, a imagem original foi proces-
sada com um filtro passa-baixas do tipo FIR de ordem 25 e frequéncia de corte em 5% da
largura de banda da imagem. Tal filtragem suavizou a imagem, tornando a transi¢ao entre
amplitudes dos pizels menos brusca. Entao, cada regiao de interesse, contendo o disco e
um quadrado com 30 mm de lado, foi segmentada. Dessa forma, foram tracadas quatro
linhas de quatro pizels de espessura, uma vertical, uma horizontal e duas diagonais, que

se cruzam no centro do disco (Figura 23.1A).

A média de cada 4 pizels foi calculada, resultando em um vetor de médias por
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Figura 23: Exemplos de vetores de promediacao v.(1,2,3).(A) Segmentagao da regiao de
interesse com vizinhanga dos discos. (1.B) Linhas verticais, horizontais e dia-
gonais tracadas no quadrado segmentado, usados no célculo do vetor de pro-
mediacao v. (1,2,3).(C) Picos de v, ntimero 2 corresponde a maior posi¢ao (Pp,)
usado no calculo do limiar 7" (eq. 3.3) das imagens (1.A) e (3.A), a imagem
(2.A) nao possui picos, neste caso é adotado o primeiro elemento do vetor v.
Adaptado de (41).

linha, sendo realizado uma nova média entre os vetores resultantes. Visando evidenciar

ainda mais a regiao de inibic¢ao, os termos opostos ao centro do disco foram somados. Tal

vetor de promediagao foi denominado de v. A Figura 23 mostra a irregularidade da curva

de promediagao, devido aos desafios indicados na Figura 3. Ao analisar a curva da Figura

23 da maior posi¢do para a menor é evidenciado que a amplitude dos discos é equivalente

a 255 e decresce até atingir um pico descrito pelo nimero 2. Tal regidao corresponde a

regiao de inibicao desejada.

Dessa forma, foi realizada uma suavizagao por média mével de cinco elementos.

Em seguida foi utilizada a estratégia de cruzamentos por zero da primeira derivada do

vetor v para identificar os picos do vetor de promedia¢ao. O pico de maior posigao (P,,)

foi considerado o ponto de transicdo entre o halo de inibi¢ao e a biomassa.

O célculo da média central (Menrar) fol outra estratégia desenvolvida para en-

contrar o nivel aproximado de intensidade da regiao sem halos. Tal varidavel consistiu

na média dos pizels localizados numa matriz 40x40 retirada no centro placa. A Figura

24 ilustra os niveis de cinza no centro da placa e na regiao de inibicao, mostrando suas
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diferencas significativas.

Figura 24: Exemplo dos niveis de cinza centrais e no halo de inibigao (5).

Por fim, para definir um limiar satisfatério T foi utilizado a Equacgao 3.3,

Pm MCen Ta
7=l ]+2 tral (3.3)

no qual v corresponde ao vetor de promediagao, (P,,) o pico de maior posigao e (M entrar)
a média dos elementos da matriz central. Para promediagoes sem picos, P, é igual a zero,

ou seja, o primeiro elemento de v sera considerado.

Para identificar o didmetro de cada regiao de inibicao foi calculada a média de pizels
de quatro semi-circunferéncias concéntricas ao disco. Dessa forma, o didmetro das semi-
circunferéncias é incrementado e recalculado as médias, até que o valor de T atinja pelo
menos uma delas. Destaca-se que a primeira circunferéncia foi definida com o didmetro
igual a 8 mm e que o valor do limiar 7" define a amplitude em pizels limitrofe da regiao
de inibigao. Tal estratégia permitiu atacar a problemética da sobreposicao (Figura 3-B),
visto que pelo menos uma das semi-circunferéncias ird atingir o valor de 7. A Figura 25

ilustra um exemplo de crescimento das semi-circunferéncias no caso de sobreposicao.

Considerando a experiéncia com o padrao em estudo, foram adotados critérios para
identificar discos sem halos de inibi¢ao. Tal critério consistiu em verificar se havia dez ou
menos pizels com nivel de intensidade maior que 90% de T. Tal critério foi adotado para os
pizels contidos apenas na primeira interacao das quatro semi-circunferéncias. O valor de
10 pizels evita a quantificagdo em halos com atuagdes parciais (Figura 3-E), enquanto que
o valor de 90% trata dos problemas de segundo halo (Figura 3-F), no qual h& resquicios

de biomassa com menor intensidade.
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Figura 25: Crescimento das semi-circunferéncias até que ao menos uma atinja o valor do
limiar 7' (eq. 3.3). Foram criadas 4 semi-circunferéncias concéntricas ao disco.
Seus diametros foram incrementados e as médias de intensidade de pizels foram
recalculados até que o valor de T fosse ultrapassado por alguma delas. Neste
exemplo, a semi-circunferéncia inferior esquerda excedeu o valor de T' = 69,98.
Adaptado de (41).

3.3.2 Amostras clinicas
3.3.2.1 Adaptaces aplicadas no AlA

O ATA adotado recebe como entrada: a imagem do antibiograma, a dimensao da
placa de Petri (110x15 mm) e o tipo de Polisensidisco (Gran Positivo, Gran Negativo ou
Série Urindria). Como saida sao apresentados os rétulos alfanuméricos encontrados com

os respectivos didmetros dos halos de inibigao (5).

Para realizar o processamento correto foi necessario modificar a imagem de entrada
do ATA. A Figura 26.A ilustra o tipo de imagem processada nos trabalhos (5, 41). Tal
imagem possui halos com baixo nivel de intensidade comparado ao substrato. Ja a imagem
adquirida (Figura 26.B) apresenta altos niveis de intensidade nos halos quando comparado
ao substrato. Visando a similaridade entre as Figuras 26.A e 26.B foi utilizado o negativo
das componentes RGB das imagens adquiridas nesse trabalho. Sendo assim, o negativo
da componente R (RGB) da imagem original foi utilizado para segmentacao dos discos
(Figura 26.C) e o negativo da componente B (RGB) para identificacao dos halos (Figura
26.D). Tal escolha ¢ justificada pela intensidade dos pizels na parte do substrato, que é
maior na componente B. Verifica-se também que, a diferenca de intensidade entre halo e
substrato é maior em B e o contraste entre placa e discos é maior em R. Para identificacao
dos rétulos foi utilizada a componente R (RGB) da imagem original, visto que os mesmos

apresentam baixo nivel de intensidade conforme os rétulos da Figura 26.A.

Apesar da similaridade entre as Figura 26.A e as imagens negativas Figura 26.C
e Figura 26.D existem algumas diferencas importantes que acarretaram em mudancas no

ATA.

1. A parte externa das imagens negativas sao brancas.

2. Os discos possuem contraste superior nas imagens ambientais quando comparado as
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Figura 26: A) Tipo de imagem utilizada em (5, 41). B) Imagem adquirida pelo protétipo
desenvolvido. C) Negativo da componente R (RGB) da imagem B) usada para
segmentagao dos discos. D) Negativo da componente B (RGB) da imagem B)
usada para segmentacao dos halos.

imagens clinicas.

3. Os rétulos possuem contraste e nitidez superior nas imagens ambientais quando com-

parado as imagens clinicas.

4. A iluminacao na base da placa evidenciou os halos das imagens clinicas, resultando

em maior contraste entre halo e substrato quando comparado a imagens ambientais.

5. A influéncia da méascara do Polisensidisco é mais evidente nas imagens ambientais do

que nas clinicas.

A diferenca 1 acabou com a necessidade de mascarar os pizels com nivel de in-
tensidade de 0 a 5, visto que os pizels da parte externa estao praticamente saturados. Ja
a diferenca 2 ocasionou em mudangas na classifica¢gdo de objetos em discos (Eq. 3.1). A
razdo DV /DH aceitdvel foi aumentada para 20% (entre 0.8 e 1.2) e A, do circulo (7r?)

compreendido entre 7(2.4mm)? e m(3.6mm)?.

O trabalho apresentado em (36) aponta as dificuldades enfrentadas em adquirir
imagens com boa qualidade dos rétulos usando o prototipo construido. Sendo assim, a
terceira diferenca listada exigiu um pré-processamento nas imagens com rétulos e alte-
ragao na binarizacao. Tal pré-processamento consistiu de trés operagoes: expansao linear

03 ¢ uma filtragem espacial usando filtro

do histograma, multiplicacdo da imagem por e
sharpening (44). As duas primeiras operagoes aumentam o contraste da imagem em nivel

de cinza, saturando os pizels de alta intensidade (Figura 27.B). O valor de 0,3 indica a
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intensidade de saturacdo, que neste caso é alto, visto que o rétulo é pouco afetado pela

operagao. A terceira operagao evidencia contornos e detalhes das letras e nimeros (Figura

27.C).

A

Figura 27: A) Imagem original. B) Operagoes de expansao linear do histograma e multi-
plicacao da imagem por €%3. C) Filtragem espacial usando filtro sharpening.
D) Negativo da imagem resultante. E) Rétulo binarizado.

O limiar de binarizacao aplicado ao negativo da imagem resultante do pré-processamento
(Figura 27.D) correspondeu a 80% do valor de intensidade maximo da imagem. A Figura
27.E exemplifica o resultado da binarizacao, no qual apenas os pizels com alto nivel de

intensidade foram mantidos.

Com a diferencga 4 o filtro FIR foi retirado do processamento, visto que a transicao
entre halo e substrato se apresentou muito mais nitida. Além disso, a suavizagao dessa
transi¢cao diminui a precisao da sua posicao. A diferenca 5 permitiu que a estratégia de
utilizagao de 4 semi-circunferéncias para identificacao do halo fosse utilizada. No trabalho
(5) a mascara do Polisensidisco impossibilitava tal utilizacao. Com essa diferenga, todas

as vantagens descritas na se¢ao 3.3.1.3 foram incorporadas.

A diferenca 5 também exigiu mudanga na definicdo de auséncia de halo de cada
disco. A Figura 28 ilustra que no minimo duas semi-circunferéncias sao regidas pelo Po-
lisensidisco e sempre atingem o critério de auséncia de halo (se¢do 3.3.1.3) na primeira
interacao. Dessa forma, foi verificado se trés ou mais semi-circunferéncias possuiam 50 ou
mais pizels com nivel de intensidade maior que 80% de T. O valor superior de 50 pizels
deve-se ao fato de que em algumas ocasides o Polisensidisco afeta a medida das quatro

semi-circunferéncias conforme ilustra a Figura 28 (5).

Figura 28: Exemplos no qual o Polisensidisco afeta a medida das 4 semi-circunferéncias

(5)
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3.3.2.2 Conversao de pixels para milimetros

Na secao 3.3.1.1 foi apresentado a estratégia para conversao de pizels para mili-
metros. Tal estratégia consistiu em utilizar a imagem resultante da segmentacao da placa
de Petri (Figura 18-B), sabendo o didmetro da placa (90 mm) e o ntmero de pizels da
imagem supracitada é possivel realizar a conversao. Entretanto, essa estratégia esta su-
jeita a erros na segmentacao, imperfeicao da placa e distor¢oes na imagem. Devido o fato

da conversao ser critica e utilizada em diversas partes do AIA, ela foi revista.

A nova estratégia consistiu em utilizar imagens com quadrados brancos e pretos
com 1 cm de lado. Para tanto, foi adotado o software Adobe Photoshop Elements 12.0,
que possui a ferramenta Pattern Fill, no qual é possivel criar um padrao que pode ser
replicado quantas vezes desejar. O padrao consistiu em quatro quadrados conforme a
Figura 29 que foram replicados em toda a pagina. A folha A4 foi impressa e recortada no
formato da Placa de Petri (Figura 29).

Figura 29: A esquerda o padrao criado para ser utilizado na ferramenta Pattern Fill,
replicando-o em toda a imagem. A direita a figura recortada, inserida na placa
de Petri e adquirida com o protétipo funcional.

Para cada visita realizada no hospital (segao 3.2.2) foi adquirida uma imagem
de conversao. Visto que a imagem é claramente bimodal, foi aplicada a binarizagdo por
histograma utilizando como limiar o método de Otsu (42) (Figura 30). Visando sepa-
rar os quadrados brancos dos pretos foi aplicada uma erosao com elemento estruturante
quadrado de 3 pizels. Em seguida os objetos resultantes foram rotulados (Figura 30) e
classificados de acordo com sua area. Verifica-se na Figura 30 que os quadrados contidos
na borda da placa sao rotulados em conjunto com ela, de forma que serdao descartados na

classificacao.

Visto que os objetos desejados possuem area bem definida ndao houve problemas
na classificagdo. O lado do quadrado em pizels foi medido utilizando a ferramenta imtool
do Matlab, ilustrado na Figura 31. Dessa forma, areas entre 4000 e 5000 pizels foram
aceitaveis. Por fim, é calculado a o indice de conversao utilizando a média das areas dos

quadrados classificados que corresponde a area de 1 cm?.
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Figura 30: A esquerda a imagem original binarizada e aplicada uma erosao com elemento
estruturante quadrado de 3 pizels. A direita a imagem rotulada, mostrando
que os quadrados brancos foram corretamente rotulados.

Figura 31: Medicao do lado do quadrado em 66,31 pizels utilizando a ferramenta imtool
do Matlab.
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4 Resultados

Os resultados das amostras ambientais e clinicas sdo divididos em trés partes
principais: identificacao dos rétulos alfanuméricos, medidas absolutas do didmetros dos
halos de inibicao e comparacao entre as classificagoes de susceptibilidade entre medidas

manuais e entre a medida automatica proposta.

Os parametros de avaliagao dos resultados utilizados nesse trabalho foram:

1. Comparagoes absolutas dos didmetros de halos medidos entre LR (Leitura manual de
Referéncia) e o AIA e entre L1 (Leitor manual 1) e L2 (Leitor manual 2). Dessa
forma, é apresentado um histograma com diferencas compreendidas entre 0 mm

(medidas iguais) até medidas com diferencas maiores que 11 mm (Figuras 33 e 38).

2. Coeficiente de correlagao de Pearson entre medidas manuais e automaticas. Tal coefici-
ente mede a intensidade da associacao linear entre duas medidas (28). O trabalho (6)
apresenta o supracitado coeficiente para cada antibidtico e cada bactéria aplicada

em seu trabalho.

3. Regressao Passing and Bablok' (P&B) entre LR e ATA (33). Tal regressao ¢ a mais
indicada para comparar métodos clinicos de medi¢ao (27). Além disso, a regres-
sao P&B (se¢ao 2.3.2) nao é sensivel a outliers e a distribui¢do de probabilidade
da diferenga entre os dois métodos nao precisa ser normal (33, 27, 30). O teste
de normalidade de Shapiro-Wilk foi realizado na diferenca entre LR e AIA para
as amostras ambientais e clinicas, indicando ndo normalidade (p<0.05). Tal fato
impossibilitou a utilizacao de outros métodos de comparacdo como Bland-Altman

(secdo 2.3.1) e regressao de Deming (27).

4. Nivel de concordancia e discordancia das classificacoes de susceptibilidade entre LR
e AIA e entre L1 e L2. Tal medida é utilizada em praticamente todos os artigos
de automatizacao do antibiograma. Héa dois critérios de aceitagao de solugoes auto-
maticas, um proposto por artigos académico e outro definido pela NCCLS e FDA
(13, 45). O primeiro, define que a concordancia deve ser maior que 90% e a soma
das discordincias Maior e Muito Maior deve ser menor que 5%. O segundo, mais
criterioso e seguido por fabricantes, define que a discordancia Maior deve ser menor

que 3% e Muito Maior menor que 1,5%. As Tabelas 4 e 5 apresentam tais resultados.

5. Indice Kappa entre LR e AIA e entre L1 e L2. O Kappa ¢ uma medida de concor-

dancia inter-observador e mede o grau de concordancia além do que seria esperado

L http://www.mathworks.com/matlabcentral /fileexchange/24894-passing-and-bablok-regression
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tao somente pelo acaso. Este método nao requer nenhuma suposicao a respeito do
diagnostico “verdadeiro” ou o padrao “ouro”, e incorpora uma corre¢ado para con-

cordancias obtidas pelo acaso (15). As Tabelas 4 e 5 apresentam tais resultados.

6. Analise estatistica baseada nos classificacoes de Falso Positivo, Falso Negativo, Ver-
dadeiro Positivo e Verdadeiro Negativo. O valor de classificagdo Intermediario (I)
foi adotado como Negativo, visto que, conforme descrito na secao 1.1, a acao tera-
péutica nesse caso € incerta, sendo assim, nao deve ser prescrita. Tais medidas de
per formance sdo indicadas para classificagoes binarias (46), neste caso, do uso ou
nao do antibidtico para determinada bactéria. As Tabelas 7 e 10 demonstram tais

resultados.

A Tabela 3 apresenta os resultados gerais de concordéancias e discordancias de
susceptibilidade, correlacao e indice Kappa para os métodos automaticos: ATA, RPAA
(secdo 2.2.1) (10), Detecgao por contorno com textura (segao 2.2.2) (15), OSIRIS (13, 6),
Sirscan (6) e Oxoid Aura Image System (11, 14). A Tabela 3 também apresenta quais
métodos utilizam de corre¢oes manuais. Na secao 4.1 é apresentado todos os resultados

das amostras ambientais e na 4.2 todos os resultados das amostras clinicas.

4.1 Amostras ambientais

4.1.1 Identificacao dos rétulos alfanuméricos

O ATA foi aplicado em todas as 126 imagens de placas das amostras ambientais.
Todos os 756 rétulos alfanuméricos associados foram identificados com sucesso, confir-
mando a robustez da estratégia. A Figura 32 exemplifica um dos resultados obtidos. A
confirmagao ou nao de tais resultados é evidente visualmente sendo realizada pelo espe-

cialista.

4.1.2 Estimativa de diametro dos halos de inibicao

As diferencas entre as medigoes L1 e 1.2, bem como as diferencas entre o método
automatico AIA e LR é ilustrado na Figura 33A, para todas as 756 leituras. L1 e L2
mediram o mesmo didmetro em 61,64% dos casos. Diferencas maiores que 11 mm foram
observadas em 2,91 % dos testes. A distribuicao de diferencas entre o AIA e a leitura
manual LR ¢ ilustrada na Figura 33A (barras cinzas). A maioria dos testes tiveram a
mesma leitura de didmetro (54,37 %), enquanto que 1,46 % dos testes tiveram diferengas

acima de 11 mm.

Ja a Figura 33B mostra a diferenca de medicao entre L1 e .2, bem como a diferenca

entre ATA e LR nas imagens classificadas como cléssicas (378 leituras). As leituras L1 e
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Tabela 3: Valores de concordancias e discordancias de susceptibilidade, correlacao, indice
Kappa e F' — measure para diversos métodos automaticos.

Di Di Disc. F
Método Conc. >¢ " Muito Correlacao Kappa )
Menor Maior . measure
Maior
ATA ambientais 88 6 2 5 0,85 0,773 0,91
AIA ambientais 93 5 p P 0,90 0,834 0,90
Cléssicas
AIA ambientais 84 6 p 7 0,80 0,695 0,93
Desafiadoras
AIA clinicas 93 3,5 2,6 0,9 0,87 0,823 0,96
RPAA“ 95,5 2,5 1,2 0,8 - 0,912 -
Deteccao de Con1l:)orno 03 46 1 14 i 0,840 i
com textura
OSIRIS® 92,1 4,1 1 2.8 ; : ;
OSIRIS? 96,56 2,3 0,07 1,07 0,96 - -
Sirscan? 96,24 221 0,21 1,34 0,96 - -
Oxoid Aura
74,2 4,9 16,0 4,9 0,63 - -
Image System®
Oxoid Aura
Image System/ i i ) ) 0,99 ) )
@ (10)

b (15)

¢ (13). Alteragdes manuais em casos de sinergia e antagonismos.

d (6) Alteragdes manuais ajustadas quando considerado necessirio (recomendado pelo
fabricante)

e (14)

f (11) Alteragoes manuais em 5,4% dos casos. Para algumas bactérias como P. aeruginosa
as corregoes foram 38,9%

Figura 32: Resultados tipicos finais da rotulagao dos caracteres numéricos dos discos de
antibiograma (Padrao Oxoid).
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Figura 33: Distribuigdo das diferengas entre as estimativas de didmetro (valores absolu-
tos) para amostras ambientais. Para cada teste, foi calculado o valor absoluto
da diferenca entre as leituras manuais de L1 e L.2 dos especialistas. As barras
pretas representam tal distribuicdo. Ja as barras cinzas representam as diferen-
cas de medidas entre LR e o método automatico proposto AIA. A: tamanho
total da amostragem: 756 leituras (126 imagens), B: Imagens Cléssicas: 378
leituras (63 imagens), C: Imagens desafiadoras: 378 leituras (63 imagens)

L2 foram: 271 iguais, sendo que em apenas 6 testes a diferenca foi maior que 11 mm. Por
outro lado, a diferenca entre o AIA e LR foram nulas em 215 halos, com diferencas iguais
ou maiores que 4 mm encontradas em 32 halos. Diferencas acima de 11 mm representaram

apenas 5 testes.

Para as imagens classificadas como desafiadoras (33C), as estimativas de diferenga
entre L1 e L2 foram: 198 leituras iguais e 12 leituras com diferenca acima de 11 mm. Ja
as diferencas entre ATA e LR foram: 195 leituras iguais, 53 leituras com diferenca acima

de 4 mm e 7 com diferenca acima de 11 mm.

O coeficiente de correlagdo de Pearson para todas as 756 amostras (0,85) revelou
uma forte correlacao (p < 0,05) entre a medida manual LR e automatica processada pelo
ATA. As imagens classificadas como cldssicas apresentaram correlagao de 0,90 (p < 0,05)
e as desafiadoras de 0,80 (p < 0,05).

As Figuras 34, 35 e 36 representam os resultados da regressao de P&B para todas as

756 leituras, para as classicas e para as classificadas como desafiadoras, respectivamente.
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Tabela 4: Tabela de contingéncia para as categorizacoes de susceptibilidade em todas as
leituras® de amostras ambientais

Ll/LQb LR/AIA®
Amostra total S I R S 1 R
S 382 2 7 358 1 36
I 6 27 2 18 15 2
R 12 9 309 14 22 290

@ S, Sensivel; I, Intermedidrio; R, Resistente.

b Tabela de Contingéncia comparando diferencas entre as lei-
turas manuais L1 (coluna) e L2 (linha)

¢ Tabela de Contingéncia comparando diferencgas entre a lei-
tura manual LR (coluna) e automética do AIA (linha).

Tabela 5: Tabela de contingéncia para as categorizacoes de susceptibilidade em imagens
classificadas®

L1/L2 Clés.b  LR/AIA Clas.® L1/L2 Desa.? LR/AIA Desa.c
Amostratotal S I R S 1 R s I R S 1 R

S 219 2 4 206 O 28 163 0 3 153 1 8
I 5 14 1 11 6 1 1 13 1 7 9 1
R 0 7 116 7 12 108 2 2 193 7 10 182

@ S, Sensivel; I, Intermediario; R, Resistente.

b Tabela de contingéncia comparando as diferenca entre as leituras manuais L1 e L2 para as imagens
classificadas como Cléssicas.

¢ Tabela de contingéncia comparando as diferenga entre a leitura manual LR e a automatica gerada
pelo AIA para as imagens classificadas como Cléssicas.

4 Tabela de contingéncia comparando as diferenca entre as leituras manuais L1 e L2 para as imagens
classificadas como Desafiadoras.

¢ Tabela de contingéncia comparando as diferenga entre a leitura manual LR e a automatica gerada
pelo AIA para as imagens classificadas como Desafiadoras.

Todas as trés passaram no critérios de similaridade (segdo 2.3.2), no qual o valor 0 esta
contido em a e o valor 1 esta contido em b. Entretanto, o critério de linearidade nao foi
aceito, indicando a inviabilidade da regressao de P&B. Nas imagens classicas o valor de
p esteve entre 0,01 e 0,05, sendo que o valor minimo de linearidade (19,19) foi bastante
proximo do méximo atingido (22,78). J4 nas imagens desafiadoras o valor de p foi menor

que 0,01, indicando frequentes residuos entre o AIA e LR.

4.1.3 Classificacoes de susceptibilidade

Os resultados dos testes de susceptibilidade derivados das estimativas de LR e
do ATA sao apresentados na Tabela 4. J4 os resultados para imagens classificadas sao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 6 apresenta os resultados analisados na perspectiva de concordancia e dis-
cordancia. O resultados do indice Kappa foram 0,907 e 0,773 para comparagoes entre
L1/L2 e AIA/RD, respectivamente. Para as imagens classificadas como Classicas os re-
sultados foram 0,995 (L1/12) e 0,834 (AIA/LR). Por fim, as imagens classificadas como
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Figura 34: Regressdo de P&B entre AIA e LR para todas as amostras ambientais (756
leituras). O grafico superior representa o diagrama de dispersdo, mostrando
a semelhanga entre os métodos (segdo 2.3.2). O grafico ao centro ilustra os
residuos ao longo do diagrama de dispersao. O grafico inferior apresenta a
curva de linearidade do cumsum test. Neste caso, o valor méximo (40,27) foi
maior que o valor minimo de linearidade (26,23), indicando néao linearidade
entre AIA e LR.
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Figura 35: Regressao de P&B entre AIA e LR para amostras ambientais classificadas
como classicas (378 leituras). O grafico superior representa o diagrama de
dispersao, mostrando a semelhanga entre os métodos (segao 2.3.2). O gréfico
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ao centro ilustra os residuos ao longo do diagrama de dispersao. O grafico

inferior apresenta a curva de linearidade do cumsum test. Neste caso, o valor
maximo (22,78) foi maior que o valor minimo de linearidade (19,19), indicando

nao linearidade entre AIA e LR.
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Figura 36: Regressao de P&B entre AIA e LR para amostras ambientais classificadas
como desafiadoras (378 leituras). O grafico superior representa o diagrama de
dispersao, mostrando a semelhanga entre os métodos (segao 2.3.2). O gréfico
ao centro ilustra os residuos ao longo do diagrama de dispersao. O grafico
inferior apresenta a curva de linearidade do cumsum test. Neste caso, o valor
maximo (36,23) foi maior que o valor minimo de linearidade (19,66), indicando
nao linearidade entre AIA e LR.
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Tabela 6: Concordancia, Discordancias e indice Kappa para as categorizacoes de suscep-

tibilidade
Discordancia (%)

Amostras totais Concordancia (%)* Menor® Maior® Muito Maior? Indice Kappa
L1/L2 718 (95) 19(3) 12 (2) 7 (1) 0,907
LR/AIA 663 (88) 43 (6) 14 (2) 36 (5) 0,773
11/L2 Cléssica 369 (98) A1) 2(1) 3 (1) 0,955
LR/AIA Cléssica 344 (91) 19 (5)  7(2) 8 (2) 0,834
L1/L2 Desafiadoras 349 (92) 15 (4) 10 (3) 4(1) 0,851
LR/AIA Desafiadoras 319 (84) 24 (6) 7 (2) 28 (7) 0,695

@ Concordéncia, resultados idénticos para ambos os métodos

b Discordancia Menor, susceptibilidade intermedidria em um dos métodos de medida e
resistente em outro.

¢ Discordancia Maior, sensivel no método de referéncia mas resistente com o método de
teste

4 Discordancia Muito Maior, resistente no método de referéncia mas sensivel com o método
de teste

Tabela 7: Valores de Accuracy, Sensitivity, Speci ficity, Precision e F'—measure entre
LR e ATA aplicado a amostras ambientais.

ATA AIA . . AlA . .
Ambientais Ambientais Ambientais
Classicas Desafiadoras
Accuracy 0,91 0,88 0,94
Sensitivity 0,91 0,88 0,94
Speci ficity 0,91 0,88 0,94
Precision 0,92 0,92 0,92
F — measure 0,91 0,90 0,93

Desafiadoras apresentaram resultados de 0,851 entre L1 e L2 e 0,695 entre AIA e LR.

Concordancias de categorizacao derivadas das medi¢coes manuais dos leitores L1 e
L2 corresponderam a 718 (95%) leituras das 756 realizadas. Discordancias foram obser-
vadas nos 38 testes restantes, 19 (3%) delas foram Menores. Concordéancia entre o AIA
e LR correspondeu a 663 (88%) dos testes. Ja as Discordancias corresponderam aos 93

casos restantes, sendo que 46 (6%) deles foram Menores (Tabela 6).

No caso das imagens classificadas como Desafiadoras, 349 (92%) das leituras de L1
e L2 foram concordantes. A Discordancia Menor correspondeu a 15 leituras (4%). Nestas
imagens, a concordancia entre AIA e LR apresentou o pior resultado, com 319 (84%) das
leituras. Discordancias Menores atingiram o valor de 24 (6%) dos testes (Tabela 6). Para
as imagens Cléssicas, a Concordancia correspondeu a 344 (91%) testes. Discordancias

Menores foram observadas em 19 (5%) dos casos.

Os valores de Discordancias Maiores e Muito Maiores também sao observados na

Tabela 6. Em nenhum caso a soma das duas discordancias ultrapassou 10%. O pior caso
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correspondeu as imagens Desafiadoras, com 9% das medigoes realizadas. A melhor caso
correspondeu as imagens Cldssicas com 4% dos testes envolvidos neste cenério. Dessa
forma, as comparagoes L1/L2, L1/L2 Classica, LR/AIA Cléassica, L1/1.2 Desafiadoras
passaram no critério académico para aceitagao do método (Concordancia maior que 90%
e soma das Discordancias Maior e Muito maior menor que 5%). Entretanto, apenas as
comparagoes entre medidas manuais passaram no critério comercial (Concordancia maior
que 90%, Discordancias Maior menor que 3% e Muito Maior menor que 1,5%) (13, 45).
Ja Tabela 7 mostra os valores de per formance entre as medidas automaticas e manuais

das amostras ambientais.

4.2 Amostras clinicas

4.2.1 Identificacdo dos rétulos alfanuméricos

A identificacdo dos rotulos alfanuméricos das amostras clinicas resumiram em
trés possibilidades: Polisensidiscos Gram positivo, Gram negativo e série urinaria. As 23
sequéncias foram identificadas corretamente, totalizando 345 réotulos. A Figura 37 exem-

plifica os trés padroes possiveis, rotulados com sucesso.

Figura 37: Resultados da identificacao dos rotulos alfanuméricos para os Polisensidiscos
tipo A) Gram positivo, B) Gram negativo e C) Série urinéria.
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4.2.2 Estimativa de diametro dos halos de inibicdo

A Figura 38 ilustra as diferencas de medicoes de didmetro entre L1 e L2 e entre LR
e 0o ATA. L1 e L2 mediram o mesmo diametro em 60,3% dos casos. Diferencas maiores que
11 mm foram observadas em 0,6 % dos testes. Diferencas menores que 4 mm totalizaram
90,2%. Ja as diferencas menores que 4 mm entre AIA e LR totalizaram 77,7%, 38,8%
das medic¢oes nao tiveram diferengas e 2,6% foram acima de 11 mm (Figura 38 (barras

cinzas)).
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Figura 38: Distribuigdo das diferengas entre as estimativas de didmetro (valores absolu-
tos) para amostras clinicas. Para cada teste, foi calculado o valor absoluto da
diferenca entre as leituras manuais de L1 e L2 dos especialistas. As barras pre-
tas representam tal distribuicdo. J4 as barras cinzas representam as diferencas
de medidas entre LR e o método automatico proposto AIA.

O coeficiente de correlagao de Pearson para todas as 345 amostras foi correspon-
dente a 0,87 (p < 0,05) revelando uma forte correlagdo entre a medida manual LR e
automatica processada pelo ATA. A Figura 39 representa a regressao de P&B para as
imagens clinicas entre o AIA e LR. A condigao de linearidade, bem como a de similari-

dade (segdo 2.3.2) foram bem sucedidos, indicando que os métodos sao equivalentes.

4.2.3 ClassificacGes de susceptibilidade

Tabela 9 apresenta os resultados analisados na perspectiva de concordancia e dis-
cordancia das amostras clinicas. O nivel de Concordancia entre L1 e L2 e entre LR e AITA
foram 93,9% e 93,0%, respectivamente. Os valores de Discordancia Menor foram os mais

expressivos, entretanto, nao ultrapassaram o valor de 5%. Por fim, Discordiancias Maior
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Figura 39: Regressao de P&B entre AIA e LR para amostras clinicas (345 leituras). O
grafico superior representa o diagrama de dispersao, mostrando a semelhanca
entre os métodos (segao 2.3.2). O grafico ao centro ilustra os residuos ao longo
do diagrama de dispersao. O grafico inferior apresenta a curva de linearidade
do cumsum test. Neste caso, o valor maximo (19,58) foi menor que o valor
minimo de linearidade (19,75), indicando linearidade entre AIA e LR.
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Tabela 8: Tabela de contingéncia para as categorizacoes de susceptibilidade em todas as
leituras de amotras® clinicas

Ll/L2b LR/AIA®
Amostratotal S I R S I R

S 250 9 3 249 4 9
I 1 8 6 3 9 3
R 2 0 66 3 2 63

@ S, Sensivel; I, Intermedidrio; R, Resistente.

b Tabela de Contingéncia comparando diferencas entre as lei-
turas manuais L1 (coluna) e L2 (linha)

¢ Tabela de Contingéncia comparando diferencgas entre a lei-
tura manual LR (coluna) e automética do AIA (linha).

Tabela 9: Concordancia, Discordancias e indice Kappa para as categorizacoes de suscep-
tibilidade

Discordancia (%)

b

Amostras totais Concordancia (%)* Menor® Maior® Muito Maior? Indice Kappa

L1/L2 324 (93,9) 16 (4,6) 3 (0,9) 2 (0,6) 0,847
LR/AIA 321 (93,0) 12 (3,5) 9 (2.,6) 3 (0,9) 0,823

@ Concordancia, resultados idénticos para ambos os métodos

b Discordancia Menor, susceptibilidade intermedidria em um dos métodos de medida e
resistente em outro.

¢ Discordancia Maior, sensivel no método de referéncia mas resistente com o método de
teste

4 Discordancia Muito Maior, resistente no método de referéncia mas sensivel com o método
de teste

Tabela 10: Valores de Accuracy, Sensitivity, Speci ficity, Precision e F —measure entre
LR e AIA aplicado a amostras clinicas.

ATA Clinicas

Accuracy 0,94
Sensitivity 0,95
Speci ficity 0,93

Precision 0,98

F — measure 0,96

e Muito Maior foram pouco expressivos, verificados em 5 leituras (1,5%) entre L1 e L2 e
em 12 leituras (3,5%) entre LR e ATA. O resultados do indice Kappa foram 0,847 e 0,823
para comparacgoes entre L1/L.2 e ATA/LR, respectivamente.

De acordo com a Tabela 9, as comparagdes L1/L2 e LR/AIA passaram no critério
académico para aceitagdo do método (Concordancia maior que 90% e soma das Discor-
déncias Maior e Muito Maior menor que 5%) e também passaram no critério comercial
(Concordancia maior que 90%, Discordancia Maior menor que 3% e Muito Maior menor
que 1,5%) (13, 45). A Tabela 10 mostra os valores de per formance entre as medidas

automaticas e manuais das amostras clinicas.
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4.3 Producoes académicas e Tecnologicas

Parte deste trabalho, contento os resultados ambientais, foi publicado no perié-
dico Computers in Biology and Medicine (classificagdo A2, Engenharias IV) com titulo
Development of an automatic identification algorithm for antibiogram analysis (41). Tal
trabalho recebeu o prémio Honored papers, sendo eleito pelo corpo de revisores como um
dos trinta melhores do ano de 2015 (47).

Também foi depositado um pedido de patente contendo informagoes mais detalha-
das do sistema de monitoramento automético de amostras biolégicas (48). Por fim, um
artigo completo contendo os resultados clinicos foi submetido e parcialmente aprovado

com pequenas revisoes ao Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica de 2016.
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5 Discussao

O trabalho proposto consistiu em aplicar o AIA (se¢do 3.3) a imagens contendo
amostras ambientais e clinicas de antibiograma por disco-difusao. Para aquisicao das
amostras ambientais foi utilizado um scanner comercial (se¢ao 3.1.2). J& para aquisi-
¢ao das amostras clinicas foi proposto um protétipo funcional (36), desenvolvido, adap-
tado e testado sob supervisao do mestrando em questao. As definicdes de dimensoes do
protétipo, camera e iluminagao foram conduzidas pela qualidade da imagem adquirida.
Sugere-se como trabalho futuro um estudo mais aprofundado desses quesitos, utilizando

metodologias para escolha, teste e validacao dos mesmos.

A logistica apresentada para aquisicdo, armazenamento e processamento das ima-
gens de antibiograma (Figura 13) foi apresentada na se¢ao 3.1.3. Tal logistica pode ser
aplicada a outros tipos de imagens, como contagem de colonias de bactérias, que utilizam
placa de Petri como recipiente de adequacgao e que possam ser interpretadas via imagens.
Basta que seja alterado o software de automatizacao e o tipo de iluminagdao quando for

necessario.

A inser¢ao da iluminacao na base da placa, inserida no protétipo construido, ocasi-
onou o aumento de contraste entre halo e substrato. Dessa forma, diminuiu-se a influéncia
do Polisensidisco no calculo do didmetro do halo, viabilizando a utilizagdo da estratégica
de semi-circunferéncias (segao 3.3.1.3) neste tipo de imagem. Tal estratégia visa solucio-
nar desafios propostos na Figura 3, refletindo em melhores resultados automaticos. Nos
trabalhos anteriores (18, 5) nao foi possivel aplicar a supracitada estratégia, devido os

altos niveis de intensidade apresentados pelo Polisensidisco.

Para aplicacao das imagens clinicas foram necessarias algumas mudancas no ATA
(secdo 3.3.2.1). A diminuigao da qualidade dos rétulos exigiu um pré-processamento ade-
quado (Figura 27), alterando também o limiar de binarizagdo dos mesmos. A alteragao
do critério para classificacao de objetos em discos foi adaptada, de forma a suprir a ilu-
minacao superior pouco homogénea. Por fim, as poucas alteragoes necessarias para o

processamento correto apontam a robustez do AIA proposto.

Visando aumentar a confiabilidade das conversoes e medigoes do AIA foi proposto
um método de calibragdo (se¢ao 3.3.2.2). O mesmo consistiu na utilizagdo de quadrados
com lados conhecidos (1em) para conversao de pizel para milimetros e milimetros para
pizel. A calibragao foi aplicada para cada visita realizada e inserida como parametro de
entrada do AIA. O desvio padrao das medidas de area de cada quadrado nao foi utilizado
neste trabalho, entretanto, pode ser melhor aproveitado em trabalhos futuros, a fim de

indicar o erro contido nas medicoes de diametro dos halos.
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O ATA possui a sua robustez na identificacdo e localizagdo dos antibidticos ga-
rantida pelo conhecimento prévio das posi¢oes geométricas relativas entre os discos no
gabarito descrito pelo dispensador ou pelo Polisensidisco. Conforme descrito na secao
3.3.1.1, com apenas dois discos é possivel estimar a posicao dos demais, o que torna a
estratégia mais toleravel a falhas quando comparada a outras baseadas epenas em histo-
gramas bimodais e caracteristicas morfologicas. A Figura 40 ilustra um caso no qual nao
foi possivel identificar todos os discos através da binarizacao e classificacdo morfolégica.
Entretanto, a posicao do disco faltante foi corretamente estimada usando a geometria
do dispensador. Nesse sentido, a utilizacao de dispensadores de antibiograma ou de Po-
lisensidisco permite o posicionamento correto dos discos e a identificacdo dos mesmos,
garantindo a qualidade dos testes, evitando colocagao de discos incorretos ou em maior

quantidade que a padronizada (24).

A - Imagem original B - Imagem Binarizada

C - Anel do dispensador

. . D - Posicoes estimadas
com discos classificados ¢

Figura 40: Exemplo em que o seis discos nao foram encontrados apds o processamento
morfolégico. A posi¢do do disco faltante foi corretamente estimada utilizando
a informagao de geometria do dispensador. Adaptado de (41).

A identificacao dos rotulos alfanuméricos apresentou sucesso em todos os casos,
tanto nas amostras ambientais quanto clinicas. Nas amostras ambientais, houve limitacao
de 12 discos contidos em 2 sequéncias, ja as amostras clinicas consistiram em 3 sequéncias
com 5 discos internos cada (Tabela 2). A segdo 3.3.1.2 apresenta os fatores e redundancias

que justificam tais resultados: (i) as sequéncias possiveis sao pré-definidas no banco de
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imagens, (ii) utiliza-se a informagao de vizinhanca entre rétulos para selecionar a sequéncia
correta e (iii) o algoritmo de Invaridncia de Momento Afim (IMA) (43) é utilizado para
comparar os rotulos extraidos com os do banco de imagem, o mesmo ¢ invariavel a rotacao
e translacao das imagens. Para aplica¢oes futuras basta a insercao de imagens de referéncia

de novos discos ao banco de imagens e cadastro de sequéncias pré-definidas.

Os desafios descritos na Figura 3 foram abordados no AIA, complementando a
estratégia descrita em (5). A sobreposi¢ao de halos, ndao homogeneidade da circunferéncia,
problemas com a semeacao do microrganismo e formacao de circunferéncias irregulares
foram combatidas com a inser¢ao de quatro semi-circunferéncias independentes (Figura
25) que ao atingir o limiar T determina o didmetro do halo. No caso da sobreposi¢ao
espera-se que ao menos um dos quatro quadrantes esteja sem influéncia de outros halos.
Além disso, a geracao da promediacgao foi incrementada com linhas diagonais e tratamento
de picos. Nessa proposta o algoritmo foi limitado a um intervalo de 8 a 30 mm de didmetro
(24) para a regidao de inibi¢cdo do antibiético. Salienta-se que a primeira circunferéncia
usada no célculo da regiao ja parte de 8 mm de halo e que o filtro baseado no limiar T
(equagao 3.3) trata tanto casos com auséncia de halo como os que ultrapassam os 30 mm.
Nos casos fora desse intervalo (d>30 e d<8) a resposta do algoritmo fixa valores de 30

mm e 6 mm, respectivamente.

A Tabela 3 lista os valores de concordéancia, discordancia, indice de correlacao e
Kappa dos métodos automaticos presentes na literatura. Os sistemas OSIRIS, Sirscan
e Oxoid permitem e aconselham que as medidas automaticas sejam corrigidas pelo es-
pecialista caso julgue necessario. Dessa forma, a comparacdo com resultados puramente
automaticos torna-se ineficaz. Os métodos RPAA e Detecgao de contorno com textura
apresentaram altos valores de correlagao e passaram no critério académico e comercial
para niveis de susceptibilidade (segao 4). Entretanto, ndo abordam desafios comuns en-
contrados na identificagao e calculo dos halos de inibi¢ao conforme descrito na secao 2.2.
Com relagao ao indice Kappa, valores acima de 0,75 sao considerados muito bons, dessa
forma, todos passaram nesse critério com excecao AIA aplicado a amostras ambientais de-
safiadoras. Apesar do indice de correlacao nao ser indicado para esse tipo de comparacao
de métodos (segdo 2.3), o mesmo foi calculado nesse trabalho para comparacao com os ja
publicados. Por fim, a Tabela 3 também apresenta os valores de F' — measure entre AIA
e LR, variando de 0,90 a 0,96. Tais valores consideram a classificacao I como negativa,

visto que, nesse caso, nao se deve utilizar o antibiético testado.

O trabalho apresentado por (14) utiliza o Ozoid Aura Image System, sem ajuste
manual, em 4098 leituras e lista resultados inferiores aos apresentados em outras publica-
¢oes (Tabela 3) com um indice de correlagao de 63%. Entretanto, tal trabalho se enquadra
em um cenario real de aplicacdo, no qual as leituras sdo feitas por diversos especialistas,

em cidades e laboratérios diferentes. Espera-se no futuro que a solucao proposta neste
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trabalho seja aplicada em um cenério semelhante.

A regressao de P&B mostrou que tanto amostras ambientais quanto as clinicas
passaram no teste de similaridade. Entretanto, nao houve sucesso no teste de linearidade
das amostras ambientais. As Figuras 34, 35 e 36 ilustram o diagrama de dispersao das
amostras ambientais. Através deste diagrama é possivel observar que hd um grande ni-
mero de casos no qual LR ¢ igual a 6mm, auséncia de halo, e o AIA interpreta como
ocorréncia de halo com altos valores. Tal erro também é evidenciado na Tabela 6 com o
grande numero de erros Muito Maiores (36 casos). Dessa forma, indica-se a necessidade
de revisar o critério adotado como auséncia de halo para imagens ambientais, testando

futuramente outras abordagens.

Dessa maneira, o algoritmo ATA se mostrou bastante robusto, principalmente para
as imagens clinicas coletadas, passando nos testes de susceptibilidade, indice Kappa e
regressao de P&B. Complementarmente, a técnica desenvolvida no presente trabalho pos-
sibilitou a identificacao da regiao de inibi¢ao dos antibidticos, com alta correlacao e niveis
de concordancia e discordancia condizentes com sistemas existentes na bibliografia. Além
disso, problemas de sobreposi¢ao de halos, semeacao do microrganismo, nao homogenei-
dade da circunferéncia, parcial atuacdo do antimicrobiano e formacao de segundo halo
foram abordados com técnicas automaticas e adaptativas a cada imagem recebida. A
adaptacao do AIA para as imagens adquirias pelo prototipo funcional foi realizada com
sucesso, indicando que o AIA e protétipo construido poderado ser uma ferramenta solida

para a leitura automatizada de antibiogramas em andlises laboratoriais de rotina.
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6 Conclusao

Neste trabalho foi levantado a necessidade de se desenvolver um sistema para au-
tomatizacao do antibiograma por disco-difusao. Este método corresponde ao mais barato
e utilizado do mercado, entretanto, a leitura manual de seus resultados dificulta seu uso
em larga escala. Além disso, um controle de resisténcia microbiana pode ser viabilizado

com a digitalizacao automatica dos resultados gerados pelo antibiograma em questao.

Neste contexto, o projeto Autobac, iniciado em 2010, vem tomando iniciativas
para solucionar tal probleméatica. Durante os 4 primeiros anos de projeto, foi apresentado
um algoritmo, denominado ATA, para identificagdo automatica de rétulos alfanuméricos e
halos de inibicdo do antibiograma por disco-difusao. Ao final, o c6digo havia sido testado
em uma pequena amostragem de dados e a coleta das imagens era realizada por métodos

nao dedicados.

No trabalho em questao, foram realizadas diversas aquisi¢bes de amostras ambi-
entais, atingido nimeros equivalentes aos encontrados na literatura. Tais imagens foram
processadas com o AIA e seus resultados foram publicados na Computers in Biology and
Medicine. Dessa forma, foi comprovado a importancia e relevancia do trabalho a nivel

internacional.

Visando complementar o projeto, um prototipo de aquisicao e transmissao de
imagens foi implementado. Este protétipo foi projetado para que as imagens tivessem
qualidade suficiente para posterior processamento do AIA. Foram realizadas coletas em
campo, com amostras clinicas, e as imagens resultantes foram transmitidas com sucesso
para um servidor em nuvem. O servidor desenvolvido é capaz de receber as requisi¢oes de

POST enviados pelo protétipo, converté-las em imagens e apresentar ao usuario final.

Os resultados das coletas ambientais foram equivalente e, em alguns casos, supe-
riores aos encontrados na literatura. Concordancias de categorizagoes de susceptibilidade
entre a leitura automatica do AIA e a leitura manual de referéncia LR foram equivalentes
a 88% das 756 leituras realizadas. Diferencas de leituras de didmetro acima de 3 mm entre
a manual e a automadtica foi equivalente a 11% dos casos. O nivel de correlacao, indice
Kappa e F'—measure entre as medicoes foi de 0,85, 0,773 e 0,91 para todas as amostras,
0,90, 0,834 e 0,90 para amostras classificadas como Classicas, 0,80, 0,695 e 0,93 para as
classificadas como Desafiadoras. Tais resultados passaram no critério de similaridade da
regressao de P&B, entretanto ndo passaram no critério de linearidade. A andlise dos re-
sultados indica uma revisao na estratégia de classificacao de auséncias de halos, devido a

quantidade de discordancias Muito Maiores e residuos apresentados no diagrama de P&B.

Ja os resultados das imagens clinicas adquiridas foram superiores ao das imagens
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ambientais e préoximos a resultados com sistemas comercias contidos na literatura. Concor-
dancia de susceptibilidade correspondeu a 93% das 345 leituras realizadas, discordancias
menor, maior e muito maior corresponderam a 3,5%, 2,6% e 0,9%, respectivamente. A
diferenca de leituras de didmetros acima de 3 mm entre manual e automatica corres-
pondeu a 22% dos casos. O nivel de correlacao foi igual a 0,87, Kappa igual a 0,823 e
F —measure igual a 0,96. Tais resultados passaram nos critérios de susceptibilidade aca-

démico e comercial, bem como no critério de similaridade e linearidade da regressao de

P&B.

Dessa forma, espera-se que o ATA juntamente com o prototipo de aquisi¢ao, trans-
missao e armazenamento de imagens torne-se um produto de auxilio ao especialista no
diagnostico e interpretagao do antibiograma por disco-difusao. Fazendo com que o método
de antibiograma seja mais atrativo, menos tedioso, mais rapido e confiavel. Consequen-
temente, espera-se que o uso e prescricao de antibidticos seja mais criterioso, evitando o

aumento de superbactérias existentes.
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