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Zastosowanie algorytmow progowania adaptacyjnego
do segmentacji barwnych obrazow mikroskopowych
w badaniu metoda ELISPOT

1. Wprowadzenie

Zespoty Katedry Informatyki Stosowanej Politechniki L.odzkiej oraz Katedry i Kliniki
Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej Akademii Medycznej we Wroctawiu prowadza
prace nad systemem automatycznej analizy obrazéw mikroskopowych metoda ELISPOT
[8, 9]. Nasze wczesniejsze badania koncentrowaly si¢ na przetwarzaniu obrazéw mono-
chromatycznych, obecnie staramy si¢ jednak wykorzysta¢ informacj¢ barwna. W sktad
tworzonego systemu SpotView wchodza algorytmy wykrywania obszaru zainteresowa-
nia, algorytmy przetwarzania wstgpnego obrazéw monochromatycznych, algorytmy seg-
mentacji obrazow monochromatycznych oraz algorytmy analizy ilosciowej obrazu [10, 12].
W niniejszej pracy zaprezentowano podejscie do segmentacji obrazu poprzez progowanie
sktadowych barwy, metodg bedaca szczegdlnym przypadkiem segmentacji przestrzeni
barw.

2. Przeglad metod klasyfikacji pikseli

Klasyfikacja pikseli moze shuzy¢ jako procedura wstgpna do segmentacji przez tacze-
nic obszarow. Jej celem jest przyporzadkowanie kazdego badanego punktu do pewnej
okreslonej klasy. Klasyfikacja moze by¢ przeprowadzona w sposéb nadzorowany lub nie-
nadzorowany. Klasyfikacja nienadzorowana okre$lana jest takze terminami: klasteryzacja,
grupowanie, taksonomia, analiza skupien [1, 5]. Polega ona na wydzieleniu w przestrzeni
cech spdjnych obszaréw, tzn. klastrow (skupien) pikseli. Zwykle przestrzen cech wiaze sig
z wybrana przestrzenia barw (RGB, HSV), dodatkowo mozna przypisaé pikselowi takie
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cechy, jak jasno$¢ lub cechy kontekstowe, czyli zwiazane z jego sasiedztwem (wariancja
jasnosci, kontrast, parametry tekstury). Klasy, ktore si¢ definiuje, to najczgsciej tto oraz
klasy poszukiwanych obiektow (w zalezno$ci od badanego obrazu). W badaniu ELISPOT
nalezy wyr6zni¢ trzy klasy obiektow: czerwone, fioletowe i niebieskie. Zadaniem klasy-
fikatora jest takie wydzielenie skupien, by w jak najwigkszym stopniu pokrywaty si¢ one
z poszukiwanymi obiektami (w tym jedno z nich z ttem).

Najprostsza i najszybsza metoda klasteryzacji jest klasyczne progowanie, przypisujace
warto$¢ 1 pikselom o jasnosci (lub innym atrybucie) wigkszej lub réwnej pewnej wartosci
progowej T, a 0 pozostatym. Trudno$¢ polega na wyznaczeniu takiej wartosci 7, aby algo-
rytm byt skuteczny, tj. dobrze dyskryminowal obiekty wzgledem tta. W przypadku progo-
wania globalnego, T jest ustalone arbitralnie dla catego obrazu najczg$ciej na podstawie
charakterystyk globalnych. Wymieni¢ nalezy tu algorytmy bazujace na kombinacji liniowej
$redniej oraz odchylenia standardowego obrazu zrodtowego [7], algorytm Otsu [2], metodg
iteracyjnego doboru progu isodata [6, 11] bazujaca na $rednich jasnosciach tta, metody
statystyczne: SIS [3], dziatajace na podstawie $redniej, na podstawie mediany, na podstawie
srodka przedziatu jasnosci.

Wymienione podejscia mozna zastosowa¢ w odniesieniu do calej powierzchni obrazu
lub tylko fragmentu; w drugim przypadku méwimy o tzw. progowaniu lokalnym. Progowa-
nie lokalne jest szczegdlnie uzyteczne np. dla obrazéw z nieréwnym rozktadem o$wietlenia.

Progowanie obrazéw barwnych jest operacja bardziej ztozona od progowania obrazow
monochromatycznych. Wynika to z faktu, ze w obrazach monochromatycznych kazdy pik-
sel opisany jest tylko pojedyncza wartoScia (jasnosci). W obrazach barwnych (RGB) wystg-
puja trzy wartos$ci jasnosci: jedna dla kazdej sktadowej — czerwonej, zielonej i niebieskiej.
Dopiero wartosci wszystkich trzech sktadowych daja nam informacje o barwie badanego
punktu. Metodologia procesu progowania obrazéw jest bardzo podobna do progowania ob-
raz6w monochromatycznych z ta réznica, ze musimy zbadac trzy rozktady jasnosci i ewen-
tualne powiazania migdzy nimi (rys. 1).

Rys. 1. Progowanie w przestrzeni RGB
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3. Algorytmy progowania obrazéw barwnych w badaniu ELISPOT

Do naszych badan wybrano trzy algorytmy: algorytm Bernsena [4], oraz dwie metody
bazujace na przebiegu histogramu. Wybor metod byt zwiazany z rodzajem obrazow, ktore
podlegaty badaniu. Metoda Bernsena zostata zaimplementowana zgodnie z oryginalnymi
zatozeniami (z niewielka modyfikacja), natomiast metody bazujace na histogramie zostaty
opracowane na nowo. Ponizej zostana przedstawione teoretyczne zalozenia tych algoryt-
mow, sposob ich implementacji oraz napotkane problemy i ich rozwiazania.

3.1. Metoda Bernsena

Metoda ta jest prosta w teorii i implementacji. Dla badanego obszaru wyznaczanego
w obrgbie obrazu za warto$¢ progu przyjmuje si¢ $redniag pomigdzy warto$cia minimalna
a warto$cia maksymalna w tym obszarze (wzor (1)). Chociaz w zasadzie mozliwe jest uzy-
cie tej metody globalnie, to na ogoét stosuje si¢ ja w progowaniu lokalnym, i wyzej wymie-
nione warto$ci wyznacza si¢ dla okna o ustalonym rozmiarze lub wrgcz indywidualnie dla
kazdego piksela.

T(0.) =5 | max (1) + min (£(.7)) |-
/ ” m
= %'[lmax (ia j)+lmin (i’ ])]

gdzie: Ml.j jest oknem o rozmiarach b x b z pikselem (i, j) w centrum. Symbole [ il .
oznaczaja wartosci maksimum i minimum dwuwymiarowej funkcji f jasno$ci obrazu w ob-

rgbie Ml.j.

Metoda ta wymaga sprawdzenia jednorodno$ci badanego obszaru. Nalezy bowiem
uwzgledni¢ fakt, ze badany obszar moze nie zawiera¢ szukanych obiektow, natomiast pro-
gowanie w tym obszarze rozdzieli go na dwa podzbiory. Aby wykluczy¢ taka sytuacjg, wy-
znaczenie progu wykonuje si¢ dopiero wtedy, gdy okaze sig, ze warunek jednorodnosci
obszaru nie jest spelniony. W wersji oryginalnej metody [4] sprawdza si¢ kontrast wedlug
wzoru C(i, j) = Lpax (6 J) = Imax (6 J): jesli jest zbyt maty, to przyjmuje sig, Ze obszar jest
jednorodny i rezygnuje si¢ z dalszych dzialan, w przeciwnym za$ razie przystgpuje si¢ do
wyznaczania progu. Podejscie to ma zasadnicza wadg: jest bardzo wrazliwe na pojedyncze
zaklt6cenia (np. tzw. ,,gorace” piksele). Nawet jeden taki piksel w badanym obszarze zwykle
,»wymusi” podziat skadinad jednorodnego obszaru na dwa. WprowadziliSmy modyfikacje
polegajaca na zastapieniu powyzszego wzoru odchyleniem standardowym o dla badanego
obszaru. Obszar uznany jest za jednorodny wtedy i tylko wtedy, gdy ¢ jest mniejsze od
pewnej ustalonej eksperymentalnie wartosci. Rzecz jasna, takie kryterium jest duzo mniej
wrazliwe na pojedyncze nietypowe piksele.
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3.2. Metody bazujace na przebiegu histogramu

Obydwie metody zastosowane w tej pracy korzystaja z wystgpowania w histogramie
lokalnych maksimow i miniméw: tzw. wzgorz (peaks) i dolin (valleys) (rys. 2).

f

L

Rys. 2. Maksima i minima w histogramie

Algorytm poszukuje ciagu trzech punktow: maksimum — minimum — maksimum.
Miejsca wystgpowania takich sekwencji $wiadcza, ze wystgpuja tam dwie klasy obiektow
o zréznicowanych jasnos$ciach, co sugeruje, ze jest to miejsce, gdzie nalezy umiescic¢ szuka-
ny prog. Niestety, moze wystgpowac kilka takich miejsc. Dobrym rozwigzaniem jest wybor
ciagu, w ktorym $rednia wartosci dwoch maksimow jest najwigksza.

Pierwszy z wariantow zostal nazwany Peaks & Valleys (valley), gdyz za prog jest
przyjmowane miejsce wystgpowania minimum w grupie trzech wyznaczonych punktow,
o ktorych byla mowa wczesniej. Druga z metod, Peaks & Valleys (half), wyznacza prog
w potowie odleglosci migdzy dwoma maksimami z grupy trzech wyznaczonych punktow.

Na rysunku 3 przedstawiony jest powigkszony fragment jednego z obrazow, ktore sa pod-
dane badaniu za pomoca réznych algorytméw zaimplementowanych w aplikacji SpotView.
Dla tego fragmentu wyznaczony zostal histogram (rys. 4) oraz rézne jego modyfikacje.

Dla fragmentu z rysunku 3 Zadna operacja przeprowadzona na wyznaczonym histogra-
mie nie przyniosta oczekiwanego efektu. Nawet po logarytmowaniu oryginalnego histogra-
mu oraz jego usrednieniu nie jesteSmy w stanie zaobserwowac punktow, ktore spehityby
warunek wystgpowania minimum pomigdzy dwoma maksimami. Dzieje si¢ tak, poniewaz
granica pomigdzy obiektami a tlem jest bardzo niewyrazna wskutek rozmycia. Rozwiaza-
niem tego problemu jest uzycie dla danego obrazu filtru Unsharp Mask.

Rys. 3. Powigkszony fragment obrazu bez filtracji wstgpnej
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a) b) )

Rys. 4. Histogram obrazu bez filtru wyostrzajacego: a) histogram normalny;
b) histogram logarytmiczny; c) histogram logarytmiczny wygtadzony

Jak wida¢ na rysunkach 5 i 6, zastosowanie filtru wyostrzajacego poprawito widocz-
nos$¢ obiektow, a takze zwigkszylo kontrast pomigdzy tymi obiektami a ttem. W przypadku
obrazu przefiltrowanego, logarytmowanie jego histogramu wprowadza juz istotne zmiany.
Poniewaz histogram jest postrz¢piony i mato czytelny, przeprowadzona zostala operacja
jego usredniania. Ostateczny przebieg histogramu (rys. 6¢) pozwala bez problemu dostrzec
miejsce minimum otoczonego dwoma maksimami.

?

Rys. 5. Powigkszony fragment obrazu po zastosowaniu filtru wyostrzajacego

a) b) c)

Rys. 6. Histogram obrazu z filtrem wyostrzajacym: a) histogram normalny;
b) histogram logarytmiczny; c) histogram logarytmiczny wygtadzony

4. Testy algorytmow

Zostaly wykonane eksperymenty na trzech obrazach testowych: festl, test2 i test3. Dla
obrazu testl zostala zastosowana jedynie metoda Bernsena, poniewaz jest to obraz nie-
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poddany filtracji i algorytmy bazujace na histogramie nie sa w stanie dobrze poradzi¢ sobie
z jego progowaniem. Obrazy test2 i test3 zostaty poddane filtrowaniu i dla nich mozna byto
porowna¢ wyniki dziatania wszystkich trzech metod (rys. 7). Przedstawiono wyniki progo-
wania 1 polprogowania lokalnego dla przebiegu pojedynczego z uzyciem masek o rozmia-
rach 15x15, 75x75 oraz przebiegu podwojnego z uzyciem tych samych masek (rys. 8-14,
tab. 1). Przez pdtprogowanie rozumiemy natozenie na obraz wejsciowy czarnych punktow
tam, gdzie zostat wykryty obiekt.

Test 1 Test 2

Rys. 7. Obraz testowy (2272 x 1704 pikseli) oryginalny (a) i przetworzony wstgpnie (b, ¢)

Rys. 8. Obraz festl, metoda Bernsena: Rys. 9. Obraz test2, maska 15x15:
a) 15x15; b) 75x75; ¢) dwuprzebiegowo a) Bernsen, b) PV (half), ¢) PV (valley)
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Rys. 10. Obraz test2, maska 75%75: Rys. 11. Obraz fest2, dwuprzebiegowo:
a) Bernsen; b) PV (half); ¢) PV (valley) a) Bernsen; b) PV (half); c) PV (valley)

Rys. 12. Obraz test3, maska 15x15: Rys. 13. Obraz test3, maska 75x75:
a) Bernsen; b) PV (half); ¢) PV (valley) a) Bernsen; b) PV (half); ¢) PV (valley)
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Rys. 14. Obraz fest3, dwuprzebiegowo:
a) Bernsen; b) PV (half); c) PV (valley)

Tabela 1
Czasy progowania [s] dla poszczegolnych obrazow
(AMD Athlon 1500+ 1,32 GHz, 256 MB RAM)

Bernsen PV (half) PV (valley)
. [15x15 2,91 X X
E 75%75 2,88 X X
dwuprzebiegowo 5,14 X X
o 15x15 2,95 5,67 5,66
E 75%75 2,93 3,23 3,40
dwuprzebiegowo 5,22 8,24 8,23
- 15x15 3,02 5,78 5,87
E 75x75 2,99 3,30 3,36
dwuprzebiegowo 5,37 8,41 8,55

5. Podsumowanie

Wszystkie metody przy odpowiednich ustawieniach daja bardzo zblizone i bardzo za-
dowalajace wyniki. Obrazy testowe bez przetworzenia wstgpnego nie mogly by¢ segmento-
wane algorytmami bazujacymi na histogramie. Obrazy wynikowe pozwolily dostrzec, ze
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uzycie matej maski (15%15) powoduje, ze niektore wigksze elementy sa wykrywane nie-
doktadnie i w ich wngtrzu daja si¢ zauwazy¢ pewne Zle sklasyfikowane miejsca. Uzycie
wigkszej maski (75%75) spowodowato znaczace poprawienie tego mankamentu, jednak ta
maska gorzej poradzila sobie z wykryciem bardzo matych obiektow. Spostrzezenia te odno-
sza si¢ do wszystkich zastosowanych metod. Kompromisem jest przeprowadzenie dwodch
przebiegdw, uzywajac obydwu masek. Operacja taka daje bardzo dobry efekt, poniewaz
laczy zalety dziatania tych masek i niweluje ich wady. Niestety, operacja ta jest bardziej
kosztowna obliczeniowo.

Obydwie metody bazujace na histogramie daja rezultaty porownywalne, jednak lepsze
niz metoda Bernsena. Wykryte obiekty sa petniejsze i doktadniej rozpoznane. W metodzie
Bernsena widoczne jest zjawisko pozostawiania niewykrytego brzegu obiektu.

Jezeli chodzi o czas dzialania algorytmow, to zdecydowanie najlepiej wypada metoda
Bernsena. Najwigksza roznica jest widoczna dla matych masek. Jest to spowodowane tym,
ze metody bazujace na histogramie dokonuja wielu operacji na tym histogramie i dla kazde-
go okna musza wykonac¢ taka sama ich liczbg, a zatem im mniejsze okno, tym wigcej opera-
cji trzeba wykona¢ dla danego obszaru. Wida¢ to doktadnie, porownujac dziatanie metody
Peaks & Valleys (half) dla masek 15x15 1 75x75. Czas dla wigkszej maski jest wyraznie
mniejszy.
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