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Il PROGETTO HistoDSSP - OBIETTIVI

Nella “Relazione descrittiva del Progetto di Ricerca e Sviluppo” presentata in risposta 
al bando si dice estrema sintesi che l’obiettivo del progetto HistoDSSP è di 
sviluppare un Sistema automatico computer-assistito per l’analisi morfologica 
quantitativa delle immagini di reperti istologici, ottenuta mediante l’elaborazione delle 
immagini digitalizzate di vetrini istologici

l’innovatività del progetto riguarda la verifica dell’applicabilità degli algoritmi alle 
immagini WSI di vetrini scannerizzati, al fine di ottenere indici numerici utili per una 
più precisa e oggettiva categorizzazione dei reperti istologici (per es. dimensione, 
quantità, densità e distribuzione delle reperti patologici, contorni, presenza di 
collagene, ecc.), non immediatamente percepibili dall’occhio umano con la 
microscopia ottica tradizionale

La capofila SmartPath si è occupata delle attività relative l'attivazione del laboratorio 
di ricerca, lo sviluppo del prototipo, mentre l'organismo di ricerca, DIEE si è occupato 
dello sviluppo degli algoritmi di elaborazione delle immagini. 

Lo studio commissionato alla Azienda Ospedaliera «Brotzu» di Cagliari (AOB) è 
servito per recuperare i casi istologici e i relativi preparati (vetrini), utilizzati da 
SmartPath per la generazione delle immagini WSI. 
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Progetto HistoDSSP sviluppato in 4 FASI (workpackage)
Attivazione del 
Laboratorio di 
ricerca 

Scelta della Patologia da considerare per la costruzione del database delle immagini WSI tra quelle per
cui è possibile determinare uno score quantitativo associato ad un’analisi morfometrica dell’aggregato
cellulare presentate sui vetrini.
Arruolamento dei casi utilizzando lo studio commissionato a AOB osservazionale retrospettivo, mediante
confronto tra due metodiche di valutazione della Patologia scelta: a) score semi-quantitativo (attualmente
in uso) e b) score quantitativo computer-assistito.
Recupero dei preparati istologici (blocchetti paraffinati) relativi ai casi selezionati, allestimento dei vetrini
(colorazione), identificazione (bar-code 2D) e scannerizzazione.

Alimentazione del database mediante la realizzazione di un prototipo software che si occupi di recuperare
le immagini WSI dallo WS Scanner e caricarle nel database delle immagini. La realizzazione del prototipo
richiede una ricerca tecnologica specifica per la progettazione del database, per il trasferimento di
immagini di grandi dimensioni

Sviluppo degli 
algoritmi di 
elaborazione 
delle immagini

Studio e sviluppo di algoritmi per l’analisi delle immagini WSI, con lo scopo di ottenere indici numerici utili
ad una più precisa e oggettiva categorizzazione morfologica dei reperti istologici (vetrini).

Attività di "Riciclo", necessaria nel caso gli algoritmi di analisi dell’immagine WSI non risultino
sufficientemente discriminanti a causa della cattiva qualità dell’allestimento del vetrino (colorazione errata,
bolle nel copri-oggetto, settori dell’immagine fuori-fuoco).

Sviluppo del 
prototipo  

Implementazione nel prototipo di una funzione di analisi differenziale utilizzabile dal Patologo per la
valutazione di casi patologici analoghi, dove l’analogia viene individuata sulla base delle informazioni
cliniche riferite al caso e informazioni microscopiche quantitative, ottenute dagli algoritmi di analisi delle
immagini WSI del vetrino.
Implementazione nel prototipo della grafica in grado individuare la “Categoria diagnostica” più probabile
cui associare il caso in esame. La Categoria verrà individuata sulla base di osservazioni suggerite dalle
linee guida per il trattamento della specifica patologia disponibili in letteratura per la diagnosi del caso.

Validazione dei 
risultati

Definizione della metodologia di validazione del risultato della Ricerca con particolare attenzione alla
giustificazione statistica della scelta del campione.
Conclude lo studio, un’Analisi comparata tra la Categoria Diagnostica ottenuta come output del software
prototipale HistoDSSP e quella ottenuta come revisione in cieco mediante microscopia ottica dei vetrini
istologici originali.



Progetto HistoDSSP - Rimodulazione COVID

Le difficoltà dovute all’emergenza COVID 19 nell’autunno 2020 ci  hanno costretto a 
rivedere la modalità di esecuzione dell’attività di Validazione dei risultati che per metà 
sarebbe dovuta avvenire utilizzando il microscopio ottico presso il laboratorio della AO 
“Brotzu”. Ciò ha significato ridefinire l’obbiettivo OO4.2  e costretto a rivedere la 
programmazione delle attività specifiche e propedeutiche

La validazione dei risultati della ricerca, secondo il piano originale, sarebbe dovuta 
avvenire sulla base dei risultati di uno studio comparativo cieco eseguito in due sessioni 
distinte di refertazione dei casi istopatologici selezionati: la prima in microscopia digitale 
e la seconda, per gli stessi casi, in microscopia ottica presso il laboratorio di Anatomia 
Patologica della AO “Brotzu”. Questa seconda attività non è potuta avvenire a causa 
emergenza COVID e pertanto si è deciso di operare la validazione dei risultati della 
ricerca tramite la comparazione dei risultati ottenuti con la microscopia digitale e i 
risultati ottenuti a suo tempo in microscopia ottica, recuperando le informazioni 
dall’archivio dei referti originali, dopo averle anonimizzate. 

Malgrado la validazione dei risultati non sia avvenuta nei termini rigorosi dichiarati nella 
Relazione iniziale, riteniamo che gli obiettivi essenziali del progetto citati in premessa 
siano stati raggiunti e non si esclude che, vista la qualità dei risultati ottenuti, lo studio 
comparativo a completamento dello studio commissionato alla AOB, potrà essere 
ripreso al termine dell’emergenza COVID 19 a fronte di iniziative di finanziamento terze 
rispetto al progetto HistoDSSP 4
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A L G O R I T M I  – S C H E M A A PA S S I

• Per quanto riguarda gli algoritmi di elaborazione di immagini sviluppati nel corso 
dell'attività A2.2 per la caratterizzazione morfologica di immagini WSI, è stato 
confermato lo schema dei passi

• Come si può osservare dallo schema, entrambe le colorazioni seguono lo stesso 
flusso, per poi differenziarsi in due task più specifici che sono l’analisi della 
Fibrosi nelle immagini con colorazione Argentica e l’analisi della Cellularità per 
l’immagine con colorazione H&E (Ematossilina-Eosina). 
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A L G O R I T M I  – C O L O R A Z I O N E  H & E  E  A R G E N T I C A

• Abbiamo addestrato differenti classificatori allo scopo di catalogare le immagini di 
colorazione H&E e argentica e i migliori risultati sono stati ottenuti con il 
classificatore SVM e le features estratte dagli istogrammi dello spazio colore 
RGB e quindi questa versione è quella che è stata integrata nel software di 
HistoViewer
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A L G O R I T M I  – L O C A L I Z Z A Z I O N E  O S S O  E  N O N - O S S O

La localizzazione della 
regione di osso e non-osso 
permette di suddividere la 
porzione del vetrino 
occupata dal tessuto in due 
regioni che presentano 
appunto il tessuto osseo e 
il tessuto non osseo. 
Nonostante le regioni di 
osso e non-osso abbiano 
delle caratteristiche visive 
molto differenti tra loro, sia 
in termini cromatici che in 
termini di struttura questa 
netta separazione in molti 
casi viene meno a causa 
dell’assenza di una 
standardizzazione nella 
colorazione dei vetrini o 
della presenza di ulteriori 
regioni come la cartilagine, 
che ha una colorazione e 
struttura simile a quella 
dell’osso. 8



A L G O R I T M I  – V A L I D A Z I O N E  D E I  V E T R I N I

Per stabilire se un vetrino può essere utilizzato o meno per la diagnosi si fa riferimento a 
misure stabilite dalla WHO secondo le quali il tessuto presente nel vetrino deve avere:
• Una lunghezza di almeno 1.5 cm
• Un numero di aree di tessuto spugnoso maggiore di 10

Per agevolare la visualizzazione e la conferma da parte del patologo il tessuto è stato 
«racchiuso» all’interno di una forma semplice e facilmente misurabile che è il Minimum 
Enclosing Rectangle (MER)
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A L G O R I T M I  – E S T R A Z I O N E  D E L L E  P A T C H

Una volta stabilito che il vetrino è valutabile, l’analisi si focalizza nelle zone di tessuto non 
osseo, perché sono queste che presentano evidenze di una possibile patologia, che si 
manifesta con variazioni nel numero e distribuzione delle cellule (per le immagini H&E) e una 
variazione nelle strutture reticolari (immagini argentiche). Dato che l’analisi manuale dell’intera 
WSI da parte del patologo sarebbe un compito troppo oneroso, specialmente in termini di 
tempo, in genere viene eseguita solamente su un certo numero regioni di interesse o patch. 

Inoltre, non tutte le regioni di tessuto non 
osseo possono essere utilizzate per 
l’analisi, ma solamente le regioni con 
determinate caratteristiche:
• Dimensione della singola patch fissa pari 

a 512x512 pixels

• Patch estratte da regioni 
• Con una distanza minima da osso e 

sfondo pari a 150 micron
• Che non presentano artefatti da taglio
• Che non presentano vasi sanguigni 

(parametro non considerato)

. 
10



A L G O R I T M I  – A N A L I S I  C E L L U L A R I T À

L’analisi delle cellularità è l’ultimo step del processo di analisi di immagini ed è l’unico step in cui 
viene presa in considerazione solamente la colorazione H&E. Dato che questo step è uno dei 
più importanti per la riuscita dell’algoritmo di elaborazione di immagini abbiamo testato differenti 
approcci, per verificare sia qualitativamente che quantitativamente le performance su questo 
specifico tipo di immagini
I risultati visivi mostrano come gli approcci supervisionati non sono molto accurati né per la 
localizzazione né per la segmentazione e pertanto il metodo utilizzato per l’analisi delle cellule e 
integrato con il software HistoViewer è quello basato sulla segmentazione non supervisionata

Immagine 
originale

Approccio
supervisionato

Approccio non 
supervisionato
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A L G O R I T M I  – R I M O Z I O N E  D E G L I  A D I P O C I T I

Gli adipociti sono cellule stromali (o mesenchimali) mature e costituiscono il tessuto adiposo del 
midollo osseo. Possiamo facilmente individuarli perché sono le grandi aree bianche all’interno 
delle patch o WSI. Allo stesso modo sono facilmente estraibili con tecniche di elaborazione 
delle immagini simili a quelle usate precedentemente
Risultato finale del processo di analisi della cellularità su due patch estratte manualmente dalle 
WSI del progetto: gli adipociti sono evidenziati in azzurro e le cellule di colori differenti in base 
alla dimensione, blu, verde, giallo e rosso, dalla più piccola alle più grande rispettivamente

Immagine 
originale

 

 

Immagine 
originale
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A L G O R I T M I  – A N A L I S I  D E L L E  F I B R O S I

Le fibre del midollo osseo, data la loro morfologia sottile e caotica, sono molto 
difficili da estrarre attraverso un normale approccio di segmentazione e 
classificazione. L’obiettivo è di estrarle e individuare le regioni dove avviene un 
cambio di direzione repentino fra le linee. Dopo vari tentativi, l’algoritmo risultato 
più efficace si basa sull’analisi dello scheletro morfologico della patch ottenuto con 
una serie di passaggi successivi.

Immagine 
originale

fibre 
segmentate

scheletro 
morfologico

rilevamento dei 
punti di interesse
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H I S T O D S S P  - I L  P R O T O T I P O  R E A L I Z Z A T O

Il prototipo sviluppato come risultato del progetto di ricerca HistoDSSP realizza l’integrazione 
degli algoritmi sviluppati da DIEE nel software HistoViewer sviluppato da SmartPath a partire 
dal codice sorgente acquistato come semilavorato dalla società svizzara PrimaLAB SA. 

Anatomia Patologica
(LIS)

Integrazioni realizzate
integrazioni da sviluppare

integrazione da realizzare

Stampante Biocassette

WS Scanner
Leica Aperio AT2

WSI SlideMover
(SmartPath)

Componenti funzionali al  progetto ma 
non rendicontate

Stampante Barcode
Vetrini

Immuno Coloratore

Gestione Poliambulatorio
(HIS)

Portal-SP Refertazione
(SmartPath)

Gestione Sala Chirurgica
(HIS)

HistoViewer
(SmartPath)

Algoritmi
(DIEE)

Compinenti sviluppate
esternamente al progetto

Componenti  funzionali al progetto e 
rendicontate
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H I S T O D S S P  - I L  P R O T O T I P O  R E A L I Z Z A T O

Gli step di applicazione degli algoritmi 
seguono lo schema recursivo presentato 
in figura per ciascun caso, considerando 
l’intero set di vetrini associati. Occorre 
notare che la «digital patology» moderna 
è orientata verso la scansione su larga 
scala di un sempre maggiore numero di 
sezioni microscopiche, in modo da 
garantire che l’intera lesione sia 
rappresenta sulle immagini digitali.

I moduli software componenti i blocchi funzionali e le integrazioni, sono stati
realizzati nei termini ipotizzati in origine :
 Interfaccia di integrazione tra il blocco “Algoritmi” e “HistoViewer” per il

trasferimento delle informazioni prodotte dal sistema di algoritmi al software
HistoViewer che provvede alla loro rappresentazione grafica.

 Interfaccia di Integrazione tra il blocco “Workstation Scanner” e “WSI Slide
mover” che consente al patologo di utilizzare la microscopia digitale da remoto,
sincronizzando la visualizzazione dei vetrini con lo strumento che utilizza per la
refertazione del caso istopatologico in esame (Checklist)
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H I S TO V I E W E R  - S N A P S H O T

Funzione che consente la memorizzazione di porzioni «Snapshot» di immagini WSI 
“ritagliate” (Cropped), direttamente nel database delle Immagini WSI in modo da poterle 
condividere con DIEE che le utilizza per “addestrare” gli algoritmi porzione per porzione, 
facendo risparmiare tempo di elaborazione ed evitando di andare ad applicare l’algoritmo 
su porzioni di immagine che a giudizio del Patologo refertante sono di scarso interesse 
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H I S T O V I E W E R  – VA S S O I O  M U LT I S L I D E

Funzione che consente di «vedere» in un'unica schermata contemporaneamente 
tutti i vetrini del caso come se fossero disposti su un unico «vassoio» virtuale. 
Operando separatamente su ciascun vetrino visualizzato e possibile «centrare» 
l’origine della navigazione e del livello di zoom e quindi procedere a sincronizzare 
tutti i vetrini visualizzati nel vassoio in modo che si «muovano» assieme
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H I S TO V I E W E R  – C A L L  C O N F E R E N C E

• Funzione che consente la visualizzazione delle medesime immagini WSI tra più 
patologi che discutono il caso da postazioni remote, conservando la sincronia di 
zoom e di movimento, ovvero tutti gli utenti «vedono» la stessa porzione di 
immagine con lo stesso livello di zoom

• Call Conference si applica non solo al singolo vetrino ma all’intero vassoio.
• Call Conference comprende una funzione «Chat non gerarchica» che consente a 

tutti i partecipanti contemporaneamente la possibilità scambiarsi opinioni
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H I S TO V I E W E R  &  A L G O R I T M I

Funzione che consente l’attivazione in HistoViewer dell’algoritmo che effettua 
l’analisi del tessuto per la localizzazione delle regione Osso-nonOsso e alla 
visualizzazione grafica in una finestra pop-up.

Analisi dei tessuti

Osso
vs.    
non 
osso
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H I S TO V I E W E R  &  A L G O R I T M I

Funzione attivabile per una 
specifica «Snapshot» 
selezionato da  HistoViewer 
dell’algoritmo che effettua 
l’analisi cellularità e della 
fibrosi e alla loro 
visualizzazione grafica in una 
finestra popup

Analisi
della
Fibrosi

Analisi
della
Cellularità
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H I S TO V I E W E R  &  A L G O R I T M I
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