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МОРФОМЕТРИЧЕСКАЯ И ЦВЕТОВАЯ                             
ХАРАКТЕРИСТИКА КИСЛОТОУСТОЙЧИВЫХ                          

МИКОБАКТЕРИЙ КАК ОБЪЕКТОВ НА ЦИФРОВЫХ                    
ИЗОБРАЖЕНИЯХ МОКРОТЫ, ОКРАШЕННОЙ                       

ПО МЕТОДУ ЦИЛЯ-НИЛЬСЕНА

Наркевич А.Н., Виноградов К.А.

Цель. Изучение морфометрических и цветовых характеристик кис-
лотоустойчивых микобактерий как объектов на цифровых изображени-
ях мокроты, окрашенной по методу Циля-Нильсена.

Материалы и методы. Использовались данные о 6 708 кислотоустой-
чивых микобактериях, выделенных на цифровых изображениях микроско-
пических препаратов мокроты, окрашенной по методу Циля-Нильсена. 
Анализ объектов производился по 97 цветовым и морфометрическим при-
знакам. 

Результаты. Наименее важными параметрами кислотоустойчивых 
микобактерий, как объектов на цифровых изображениях, для параме-
тризации являются: минимальное значение R, максимальное значение 
G, минимальное значение B, максимальное значение S и максимальное 
значение V, а наиболее информативными параметрами с точки зрения 
параметризации объектов являются: максимальное значение B, среднее 
значение V, минимальное значение H, минимальное значение V и макси-
мальное значение Y и среднее значение H. В работе также представле-
ны методики определения морфометрических характеристик кислото-
устойчивых микобактерий при изменении разрешения цифровых изобра-
жений, на которых осуществляется поиск таких объектов, и изменении 
увеличения, при котором осуществляется микроскопия окрашенных об-
разцов мокроты.

Заключение. Учет полученных в результате исследования морфоме-
трических и цветовых характеристик позволит осуществлять разра-
ботку алгоритмов сегментации цифровых микроскопических изображе-
ний мокроты, окрашенной по методу Циля-Нильсена, а также мате-
матических моделей распознавания объектов на данных изображениях.
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MORPHOMETRIC AND COLOR                                              
FEATURES ACID-FAST BACILLI AS OBJECTS                     
ON DIGITAL IMAGES OF SPUTUM STAINED                        

BY THE METHOD OF ZIEHL-NIELSEN

Narkevich A.N., Vinogradov K.A.

Background. Study of morphometric and color characteristics of acid-re-
sistant mycobacteria as objects in digital images of sputum stained by the 
method of Ziehl-Nielsen.

Materials and methods. Used data on 6,708 acid-resistant mycobacteria 
isolated from digital images of microscopic preparations of sputum stained by 
the Ziehl-Nielsen method were used. The analysis of objects was made on 97 
color and morphometric signs.

Result. The least important parameters of acid-resistant mycobacteria, 
as objects in digital images, for the parameterization of the minimum value 
of R, the maximum value of G, the minimum value of B, the maximum value 
of S and the maximum value of V, and the most informative parameters in 
terms of the parameterization of objects are the maximum value of B, the 
average value of V, the minimum value of H, the minimum value of V and the 
maximum value of Y and the average value of H. The paper also presents 
methods for determining the morphometric characteristics of acid-resistant 
mycobacteria when changing the resolution of digital images, which search 
for such objects, and change the magnification in which the microscopy of 
colored sputum samples.

Conclusion. The use of the morphometric and color characteristics ob-
tained as a result of the study will allow the development of algorithms for seg-
mentation of digital microscopic images of sputum stained by the tsilya-Niel-
sen method, as well as mathematical models for recognition of objects in these 
images.

Keywords: morphometric; mathematical modeling; acid-fast mycobacte-
ria; bacterioscopic diagnostics; digital images.
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Повсеместная компьютеризация приводит к тому, что решение большо-
го числа медицинских задач перекладывается на «плечи» математических 
моделей и компьютерных технологий [1, 2, 3, 4]. Широкое применение в 
медицинских исследованиях получили методы логистического регресси-
онного анализа [5, 6, 7, 8], дискриминантного анализа [9, 10, 11, 12], ис-
кусственных нейронных сетей [13, 14, 15, 16]. 

Одной из задач, с которой сталкиваются исследователи в области разра-
ботки таких математических моделей, является определение параметров, ко-
торые будут использоваться при описании интересующих объектов и которые 
будут использоваться непосредственно в математических моделях [17, 18]. 

Целью исследования является изучение морфометрических и цве-
товых характеристик кислотоустойчивых микобактерий как объектов на 
цифровых изображениях мокроты, окрашенной по методу Циля-Нильсена.

Материалы и методы исследования
Материалом исследования явились 6 708 объектов КУМ, выделенных 

с использованием одного из разработанного нами алгоритма, на цифро-
вых изображениях микроскопических препаратов мокроты, окрашенной 
по методу Циля-Нильсена [19], полученных с помощью тринокулярного 
микроскопа Микромед 1 вар. 3–20 при увеличении 10×60 с установленной 
цифровой камерой ToupCam UCMOS01300KPA с разрешением 0,3 MP. Ка-
ждое изображение имело разрешение 572 х 422 пикселей. 

Проверка на нормальность распределения всех параметров осущест-
влялась с использованием критерия Шапиро-Уилка.

Описание объектов производилось по 97 цветовым и морфометриче-
ским признакам [20]. К цветовым признакам (всего – 24 признака) отно-
сились: среднее арифметическое, минимальное и максимальное значения 
объектов, составляющих R, G, B, H, S, V цветовых схем RGB и HSV. Также 
рассчитывались среднее арифметическое, минимальное и максимальное 
значения яркости (Y) пикселей объектов, что связано с довольно частым 
использованием для анализа цифровых изображений их представления 
в оттенках серого, а не в цветном виде. Измерение цветовых признаков 
осуществлялось в безразмерных единицах, однако интервал возможных 
значений отличался в зависимости от цветовой схемы. Так, цвета объек-
тов в цветовой схеме RGB и в оттенках серого измерялись в интервале от 
0 до 255, параметры, отражающие H в цветовой схеме HSV, измерялись в 
интервале от 0 до 359, а параметры, характеризующие S и V, измерялись 
в интервале от 0 до 100.
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Помимо представленных выше цветовых характеристик объектов ис-
пользовались: индекс зеленого (Green Index – GI), индекс зеленых листьев 
(Green Leaf Index – GLI) и красно-зеленый индекс растительности (Red-
Green vegetation index – RGVI), которые довольно часто используются в 
задачах описания объектов на цифровых изображениях. Их использование 
обусловлено специфическим восприятием цветов человеком [17].

Индекс зеленого рассчитывался по следующей формуле:

.                                              (1)

Индекс зеленых листьев:

.                                            (2)

Красно-зеленый индекс растительности:

.                                             (3)

Индекс зеленого может принимать значения от 0 до 1, а индекс зеле-
ных листьев и красно-зеленый индекс растительности могут принимать 
значения от –1 до 1.

К морфометрическим признакам (всего – 73 признака) относились: по-
пиксельная площадь объектов, радиальные размеры объектов (всего – 72 раз-
мера). Радиальные размеры – длинна отрезка от центра объекта до его края, 
построенного под различным углом относительно вертикальной оси объекта 
с шагом 5°. Так первый отрезок построен под углом 5°, второй – 10°, третий – 
15° и т.д. Морфометрические признаки объектов измерялись в пикселях. 

Для описания цветовых характеристик объектов рассчитывались: сред-
нее арифметическое (M), среднеквадратическое отклонение (σ), коэффи-
циент вариации (V), максимальное (Max) и минимальное (Min) значения, 
размах вариации (R), коэффициент осцилляции (VR), медиана (Me), пер-
вый (Q1) и третий (Q3) квартили, межквартильный размах (RQ) и коэффи-
циент относительной квартильной вариации (VQ). 

Для радиальных размеров объектов рассчитывались: среднее арифме-
тическое, среднеквадратическое отклонение и максимальное значение раз-
мера по всем объектам.

Результаты исследования и их обсуждение
Описательная характеристика попискельной площади и цветовых ха-

рактеристик изучаемых объектов КУМ представлены в таблице 1.
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Необходимо отметить, что наименее важными параметрами объектов 
КУМ для параметризации являются: минимальное значение R, максималь-
ное значение G, минимальное значение B, максимальное значение S и мак-
симальное значение V ввиду того, что между объектами КУМ по данным 
параметрам отсутствует какая-либо вариация.

Наиболее информативными параметрами с точки зрения параметри-
зации объектов на основе нормального распределения являются: мак-
симальное значение B, среднее значение V, минимальное значение H, 
минимальное значение V и максимальное значение Y ввиду их минималь-
ной вариации у объектов КУМ. Данные параметры имеют наименьшие 
значения коэффициентов вариации и осцилляции.

Таблица 1.
Описательные параметры попиксельной площади                                                                                              

и цветовых характеристик объектов КУМ
Параметр M σ V Max Min R VR Me Q1 Q3 RQ VQ

Попиксельная площадь 20,88 12,32 58,99 162,00 4,00 158,00 756,70 18,00 12,00 26,00 14,00 77,78

Минимальное значение R 0,00 0,00 – 0,00 0,00 0,00 – 0,00 0,00 0,00 0,00 –

Среднее значение R 122,72 36,27 29,55 240,00 1,00 239,00 194,75 124,00 100,00 146,00 46,00 37,10

Максимальное значение R 166,98 38,54 23,08 255,00 5,00 250,00 149,72 168,00 145,00 193,00 48,00 28,57

Минимальное значение G 145,22 25,46 17,53 206,00 25,00 181,00 124,64 150,00 133,00 162,00 29,00 19,33

Среднее значение G 176,33 21,78 12,35 225,00 73,00 152,00 86,20 179,00 165,00 191,00 26,00 14,53

Максимальное значение G 255,00 0,00 – 255,00 255,00 0,00 – 255,00 255,00 255,00 0,00 –

Минимальное значение B 0,00 0,00 – 0,00 0,00 0,00 – 0,00 0,00 0,00 0,00 –

Среднее значение B 176,94 22,67 12,81 233,00 74,00 159,00 89,86 180,00 165,00 193,00 28,00 15,56

Максимальное значение B 228,24 12,85 5,63 255,00 178,00 77,00 33,74 230,00 221,00 238,00 17,00 7,39

Минимальное значение H 119,18 9,28 7,79 120,00 0,00 120,00 100,69 120,00 120,00 120,00 0,00 –

Среднее значение H 235,93 26,27 11,13 353,00 30,00 323,00 136,91 230,00 218,00 249,00 31,00 13,48

Максимальное значение H 255,48 29,35 11,49 359,00 203,00 156,00 61,06 249,00 233,00 272,00 39,00 15,66

Минимальное значение S 27,51 14,31 52,02 98,00 1,00 97,00 352,60 25,00 17,00 35,00 18,00 72,00

Среднее значение S 47,25 13,59 28,76 99,00 17,00 82,00 173,54 46,00 37,00 56,00 19,00 41,30

Максимальное значение S 100,00 0,00 – 100,00 100,00 0,00 – 100,00 100,00 100,00 0,00 –

Минимальное значение V 81,81 7,01 8,57 100,00 54,00 46,00 56,23 82,00 77,00 87,00 10,00 12,20

Среднее значение V 88,33 5,23 5,92 100,00 67,00 33,00 37,36 89,00 85,00 92,00 7,00 7,87

Максимальное значение V 100,00 0,00 – 100,00 100,00 0,00 – 100,00 100,00 100,00 0,00 –

Минимальное значение Y 140,92 16,86 11,96 150,00 46,00 104,00 73,80 150,00 139,00 150,00 11,00 7,33

Среднее значение Y 160,23 19,65 12,26 214,00 68,00 146,00 91,12 162,00 151,00 173,00 22,00 13,58

Максимальное значение Y 175,86 17,96 10,21 230,00 150,00 80,00 45,49 175,00 162,00 188,00 26,00 14,86

Среднее значение GI 0,37 0,05 13,51 0,61 0,23 0,38 102,70 0,37 0,34 0,40 0,06 16,22

Среднее значение GLI 0,08 0,10 125,00 0,52 -0,26 0,78 975,00 0,07 0,02 0,14 0,12 171,43

Среднее значение RGVI 0,20 0,14 70,00 0,98 -0,25 1,23 615,00 0,18 0,09 0,27 0,18 100,00
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С позиции распределения, отличающегося от нормального с точки зре-
ния параметризации объектов КУМ, наиболее информативными являются: 
минимальное значение Y, максимальное значение B, среднее значение V, 
минимальное значение V и среднее значение H, так как данные параметры 
имеют наименьшие значения коэффициента относительной квартильной 
вариации. В связи с тем, что все анализируемые параметры не подчиня-
ются закону нормального распределения, то более предпочтительным на-
бором параметров для описания объектов КУМ являются отобранные на 
основании коэффициента относительной квартильной вариации.

Средние значения и среднеквадратическое отклонение радиальных раз-
меров объектов КУМ представлены на рисунке 1. Как видно из данных 
приведенных на рисунке 1, средние значения радиальных размеров объ-
ектов КУМ напоминают форму «палочки», в виде которой КУМ описы-
ваются с позиции микробиологии.

Рис. 1. Среднее арифметическое и стандартное отклонение радиальных                              
размеров кислотоустойчивых микобактерий
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Необходимо отметить, что наибольшую ценность для описания имеют 
размеры описывающие боковые размеры объектов КУМ. Наименьшие зна-
чения коэффициентов вариации, осцилляции и относительной квартиль-
ной вариации имеют радиальные размеры от 13 до 23 и от 49 до 59, что 
соответствует углам от 65° до 115° и от 245° до 295°.

Максимальные радиальные размеры изучаемых объектов КУМ пред-
ставлены на рисунке 2.

Так как изучение морфометрических характеристик объектов КУМ осу-
ществлялось на цифровых изображениях, имеющих определенное разре-
шение (572х422 пикселей), и полученные при определенном увеличении 
(10×60), то представленные морфометрические параметры являются непо-
стоянными при изменении разрешения и увеличения. Однако, при изменении 
разрешения цифрового изображения или увеличения, при котором делает-
ся цифровая фотосъемка, отсутствует необходимость повторного изучения 
морфометрических характеристик объектов КУМ. Данные параметры могут 
быть получены расчетным путем на основании полученных нами результатов.

Для определения радиальных размеров при изменении разрешения 
цифровой фотосъемки без изменения соотношения размеров сторон изо-
бражения можно воспользоваться следующей формулой:

,                                       (4)

где ri – итоговая длина радиального размера объекта под углом i, x – число 
пикселей изображения по горизонтали, y – число пикселей изображения 
по вертикали, 241384 – число пикселей на изучаемых нами изображениях 
(572*422=241 384 пикселя), r0,i – длина радиального размера объекта под 
углом i на изучаемых нами изображениях.

Также может быть определена и попиксельная площадь объектов при 
изменении разрешения цифровой фотосъемки: 

,                                         (5)

где S – итоговая попиксельная площадь объекта, x – число пикселей изо-
бражения по горизонтали, y – число пикселей изображения по вертикали, 
241384 – число пикселей на изучаемых нами изображениях, S0 – попик-
сельная площадь объекта на изучаемых нами изображениях.

Необходимо отметить, что формула определения площади объектов 
при изменении разрешения изображения может применяться независимо 
от того меняется ли соотношение сторон изображения или нет.
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Рис. 2. Максимальные значения радиальных размеров                                                        
кислотоустойчивых микобактерий

Для определения радиального размера при изменении разрешения 
цифровой фотосъемки с изменением соотношения размеров сторон изо-
бражения для начала необходимо определить относительные координаты 
края объекта (x0; y0), к которому построен отрезок данного размера:

,                   (6)

где x0 – координата по оси x, r0,i – длина радиального размера объекта под 
углом i на изучаемых нами изображениях.

,                   (7)

где y0 – координата по оси y, r0,i – длина радиального размера объекта под 
углом i на изучаемых нами изображениях.
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Далее необходимо пересчитать значения новых относительных коор-
динат края объекта, к которому будет построен отрезок искомого радиаль-
ного размера после изменения разрешения изображения:

,                                          (8)

где xnew – новая координата по оси x, x0 – координата по оси x, width – ши-
рина изображения в пикселях, 572 – ширина изучаемых нами изображе-
ний в пикселях.

,                                         (9)

где ynew – новая координата по оси y, y0 – координата по оси y, height – вы-
сота изображения в пикселях, 422 – высота изучаемых нами изображений 
в пикселях.

И далее, используя новые координаты края объекта, можно рассчитать 
длину отрезка искомого радиального размера после изменения разреше-
ния изображения:

,                                        (10)

где ri – итоговая длина радиального размера объекта под углом i, xnew – но-
вая координата по оси x, ynew – новая координата по оси y. 

При изменении увеличения, при котором осуществляется цифровая 
фотосъемка, соотношение сторон изображения не изменяется, в связи с 
чем определение радиальных размеров объектов может осуществляться с 
использованием данной формулы:

,                                           (11)

где ri – итоговая длина радиального размера объекта под углом i, Z – уве-
личение, 600 – увеличение при получении изучаемых нами изображений 
(10*60=600), r0,i – длина радиального размера объекта под углом i на изу-
чаемых нами изображениях.

Попиксельная площадь объектов определяется:

,                                             (12)

где S – итоговая попиксельная площадь объекта, Z – увеличение, 600 – уве-
личение при получении изучаемых нами изображений, S0 – попиксельная 
площадь объекта на изучаемых нами изображениях.
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Необходимо отметить, что цветовые характеристики объектов не 
подвержены изменению при изменении разрешения изображения или уве-
личение при микроскопии.

Заключение
Таким образом, нами рассмотрены морфометрические и цветовые ха-

рактеристики кислотоустойчивых микобактерий как объектов на цифро-
вых изображениях мокроты, окрашенной по методу Циля-Нильсена, а 
также рассмотрены методики определения данных характеристик при из-
менении разрешения цифровых изображений, на которых осуществляется 
поиск таких объектов, и изменении увеличения, при котором осуществля-
ется микроскопия окрашенных образцов мокроты.

Учет полученных в результате исследования морфометрических и 
цветовых характеристик позволит осуществлять разработку алгоритмов 
сегментации цифровых микроскопических изображений мокроты, окра-
шенной по методу Циля-Нильсена, а также математических моделей рас-
познавания объектов на данных изображениях.
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