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Введение
Цитологический анализ раневого экссудата 

является источником объективных данных о те-
чении раневого процесса, иммунобиологических 
параметрах и активности протекания репаратив-
ных процессов [1, 3]. 

Одним из общепринятых способов прове-
дения цитологического анализа является визу-
альный метод подсчета [6, 10], основанный на 
анализе мазка-отпечатка врачом лаборатории 
после стандартной пробоподготовки. При этом 
доверительные интервалы позволяют оценить 
общую степень бактериальной обсемененности 

препарата с заданной погрешностью. При уве-
личении объема выборки предельная ошибка 
снижается, что позволяет уменьшить довери-
тельный интервал для заданной вероятности. 
Согласно проведенным исследованиям для 
получения статистически достоверных резуль-
татов при визуальном анализе достаточно оп-
ределения 100–200 клеток в одном мазке [6, 7]. 
Большее количество объектов, распознанных 
при одномоментном анализе, может ухудшить 
качество полученных результатов вследствие 
увеличения оператор-зависимых ошибок на 
фоне утомления специалиста лаборатории [4]. 
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При этом задачи по подсчету количества мик-
робных тел являются наиболее сложными для 
человека-оператора из-за большого количест-
ва объектов и вследствие этого выполняются в 
виде субъективной оценки степени обсеменен-
ности. Другой проблемой визуального метода 
является плохая масштабируемость методики. 
Значительное увеличение точности подсчета 
или количества анализов, выполняемых в тече-
ние рабочего дня, невозможно без значитель-
ного увеличения количества сотрудников лабо-
ратории.

При использовании автоматических алгорит-
мов цитологические исследования становят-
ся значительно доступнее, так как могут быть 
использованы для обработки как единичных 
снимков, так и серий изображений, состоящих 
из нескольких тысяч образцов. Именно поэтому 
разработка алгоритмов для компьютерного ана-
лиза изображения является очень актуальной. 
Дополнительные преимущества появляются при 
использовании ПО с открытым исходным кодом, 
что дает близкую к нулю стоимость внедрения и 
разработки. 

Целью нашего исследования стали создание 
эффективных алгоритмов для подсчета микро-
бных тел в мазках, оценка достоверности полу-
ченных результатов, а также разработка требова-
ний к исходным изображениям для максимальной 
эффективности алгоритма.

Материалы и методы 
Для первичной разработки алгоритмов и их ве-

рификации была проведена серия синтетических 
тестов на чистой бактериальной культуре. Это 
позволило исключить влияние побочных фак-
торов. Биоматериал, полученный от пациентов, 
представляет собой многокомпонентную неодно-
родную смесь фибрина, слизи, раневого детрита 
и других загрязняющих факторов. Первичная ве-
рификация предложенного алгоритма в данных 
условиях будет затруднена. 

В качестве образцов были выбраны мазки 
агаровой культуры Staphylococcus aureus как 
одного из наиболее частых возбудителей, при-
сутствующих во флегмонах челюстно-лицевой 
области [2, 5]. Мазки наносились на стерильные 
предметные стекла, после чего производилась 
фиксация термическим методом. После фик-
сации проводилось окрашивание по Граму по 
стандартному протоколу. Полученные препа-
раты оцифровывались с помощью встроенной 
камеры микроскопа «Olympus IX-51» методом 
иммерсионной микроскопии (объектив x100, 
окуляр x10). Полученные файлы сохранялись в 
формате TIFF с 16-битным диапазоном в цвето-
вом пространстве sRGB [8]. Выбранный формат 
имел ряд преимуществ: TIFF (Tagged Image File 

Format) позволяет хранить растровые изобра-
жения со сжатием без потери качества с глуби-
ной цвета 8, 16, 32 и 64 бит на канал. В отли-
чие от распространенного 8-битного формата 
(256 значений на каждый из каналов) 16-битный 
формат позволяет отобразить 65 536 (216) зна-
чений для красного, синего и зеленого каналов 
соответственно. Это значительно расширяет 
динамический диапазон и позволяет улучшить 
качество распознавания объектов и их сегмен-
тацию от фона.

Для разработки алгоритма было выбрано про-
граммное обеспечение с открытым исходным ко-
дом – CellProfiler, которое позволяет создавать 
индивидуальные алгоритмические последова-
тельности пакетной обработки изображений, оп-
тимизированных под конкретное применение. 

ПО работает с применением метода «pipeline», 
который представляет собой последовательность 
модулей, применяемых к исходному изображению 
[7]. Модули выполняются строго в заданной пос-
ледовательности и могут выполнять как функции 
модификации самого изображения, так и функции 
выделения объектов по заданным параметрам, 
статистическую обработку, а также ряд других 
функций. Процесс обработки изображений вы-
полнялся в три основных этапа: преобразование 
цветного изображения в градации серого, иден-
тификация объектов, сохранение результатов в 
отдельные файлы.

На первом этапе производилось преобразо-
вание трех цветовых каналов исходного изоб-
ражения в один с 16-битной глубиной. Затем 
производилась инверсия изображения, так как 
ПО было изначально разработано для иммуно-
флюоресцентных методов исследования и рас-
считано на поиск светлых объектов на темном 
фоне.

На следующем этапе производилось выделе-
ние микробных тел в качестве первичных объек-
тов с помощью классификатора «Identify Primary 
Objects». В качестве критериев для классифика-
ции объекта использовались линейные размеры, 
округлость и непрерывность формы, пороговая 
интенсивность окраски. В качестве глобальной 
стратегии поиска порогового значения интенсив-
ности применялся адаптивный вариант, вклю-
чающий в себя разбиение общего изображения 
на отдельные сегменты и вычисление средней 
интенсивности для каждого из них. Такой метод 
позволяет отделять объект от фона в случае не-
равномерности освещенности и окрашивания в 
рамках одного снимка. В качестве базового алго-
ритма классификации применялся алгоритм Otsu 
[9], согласно которому пиксели разделяются на 
два класса относительно такого порогового зна-
чения, при котором внутриклассовая дисперсия 
была минимальной.
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После составления и калибровки алгоритма 
производилась автоматическая обработка се-
рии изображений, полученных вышеупомянутым 
методом. Основными требованиями к исходным 
изображениям были: однородность, отсутствие 
явных артефактов и посторонних включений, рав-
номерность освещения поля зрения, одинаковый 
масштаб изображения, максимально возможная 
однородность по качеству окрашивания. При соб-
людении всех требований ложноположительные 
и ложноотрицательные ошибки алгоритма были 
минимальны. 

На последнем этапе производились сохране-
ние полученных данных в отдельный файл с таб-
личной структурой, сохранение изображений с 
распознанными объектами.

Результаты и обсуждение
Нами был разработан алгоритм обработки 

изображения, предназначенный для автома-

альном анализе количестве в 100–200 клеток 
итоговый результат представляется сомни-
тельным с точки зрения статистической досто-
верности. После автоматической обработки 
для каждой микрофотографии были получены 
следующие изображения и данные: карта рас-
пределения распознанных объектов в условных 
цветах, исходный образец с наложенными кон-
турами распознанных объектов и сводная таб-
лица, содержащая данные по количеству объ-
ектов и времени выполнения каждого из этапов 
автоматического анализа (рис. 1).

Для верификации алгоритма было решено 
взять образец с максимальным количеством 
объектов (3983 микробных тела), так как это 
представлялось достаточным с точки зрения 
статистической достоверности [6]. Для этих це-
лей было использовано производное исходного 
изображения с наложением контуров объектов 
(рис. 2).

Рис. 1. Результаты автоматического анализа изображения: a) фрагмент микрофотографии мазка культуры 
Staphylococcus aureus; b) распознанные алгоритмом объекты в условных цветах;  

c) исходное изображение с наложенными контурами объектов

Рис. 2. a – крупные скопления объектов  
с трудноразличимыми границами;  

b – объекты вне фокуса

тизированного анализа мазков, содержащих 
кокковую микрофлору. Было обработано 6 
случайно выбранных полей зрения для одного 
образца. Было установлено, что среднее вре-
мя обработки одного изображения составило 
11,28 секунды (σ=1,04) при выполнении расче-
тов на ПК с процессором «Intel Pentium G630, 
2.70GHz». При этом количество параллельно 
обрабатываемых образцов равно количест-
ву потоков (ядер) центрального процессора. В 
нашем эксперименте подсчет клеток произво-
дился на двух изображениях одновременно. 
Среднее количество микробных тел составило 
2177 (σ=1181). Следует принять во внимание, 
что дисперсия для данной выборки оказалась 
значительной даже с учетом того, что подсчет 
проводился на 6 случайных полях зрения, а об-
щее число распознанных объектов составило  
13 063. Для традиционно принятого при визу-

Это позволило ускорить оценку ложнополо-
жительных и ложноотрицательных срабатыва-
ний алгоритма. Ложноположительных случаев  
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распознавания микробных тел выявлено не 
было. Ложноотрицательные были условно раз-
делены на два класса: ошибки в идентификации 
размытых объектов, находящихся вне фоку-
са, и ошибки в идентификации объектов, об-
разовавших крупные скопления без визуально 
различимых границ между ними. Было проана-
лизировано поведение человека-оператора в 
случае обнаружения аналогичных объектов при 
анализе мазков. В случае расфокусированных 
фрагментов изображения человек отбрасыва-
ет их при подсчете, так как нет уверенности в 
точной идентификации таких образований. В 
случае обнаружения крупных скоплений интер-
претация их количественного и качественного 
состава является субъективным заключением 
человека и может ухудшать итоговую точность 
из-за повышенного риска оператор-зависимых 
ошибок. Таким образом, немногочисленные 
ложноотрицательные ошибки анализа, выяв-
ленные при верификации алгоритма, не оказы-
вают значимого влияния на достоверность ито-
гового результата.

Таким образом, применение разработанных 
нами алгоритмов автоматизированной обработ-
ки изображения в значительной степени позво-
лит снизить трудоемкость рутинных операций 
сотрудников лаборатории, а также выполнить 
большие объемы исследований в краткие сроки. 
Внедрение данной технологии в клиническую 
практику в перспективе позволит в значитель-
ной степени улучшить качество лабораторных 
исследований и высвободить человеческие ре-
сурсы для осуществления других задач меди-
цинской лаборатории, которые не могут быть 
выполнены компьютером. Применение автома-
тизированных алгоритмов для изучения зави-
симости между течением раневого процесса и 
степенью бактериальной обсеменности, а также 
количеством фагоцитированных микробных тел 
и концентрацией иммунокомпетентных клеток в 
гнойной ране является перспективным направ-
лением для проведения дальнейшего исследо-
вания.

Из других положительных моментов автомати-
зации можно отметить отсутствие влияния субъ-
ективного человеческого фактора, а также ниве-
лирование фактора утомляемости персонала, 
что позволяет использовать аналитический ком-

плекс в круглосуточном режиме. Из выявленных 
недостатков следует отметить большую требова-
тельность ПО к качеству и однородности исход-
ных изображений по сравнению с визуальным ме-
тодом исследования. В то же время необходимо 
учитывать, что значительное ухудшение снимков 
также будет негативно отражаться на результа-
тах работы человека.
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