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Resumo

A pesquisa apresenta processos voltados a
segmentacdo e identificacdo de bactérias em
placas de Petri, por meio da aplicacdo de técnicas
de Processamento Digital de Imagens (PDI). O
escopo principal do trabalho consiste em
simplificar e otimizar a identificacéo e contagem de
coldénias bacterianas presentes nas placas.
Mediante o emprego do PDI, mostramos que é
possivel extrair informag8es detalhadas, incluindo
a localizacdo precisa, o tamanho e a morfologia
das col6nias, o que viabiliza uma andlise das
espécies presentes na amostra. As operacdes de
pré-processamento foram utilizadas para auxiliar a
segmentacdo das colénias do fundo e demais
estruturas, possibilitando a implementacdo do
processo de contagem automatizada. Os
resultados demonstram a viabilidade da técnica
para identificacdo das col6nias, com uma precisdo
de 64% na contagem automatica em relacdo a
contagem manual.

Introducao

Para automatizar e aprimorar a segmentacdo e
identificacdo de bactérias em placas de Petri
utilizamos técnicas de Processamento Digital de
Imagens (PDI). O objetivo principal é simplificar e
otimizar o processo de contagem e andlise de
coldnias bacterianas, proporcionando uma visao
detalhada das espécies presentes na amostra.
Para isso, sdo aplicadas operacbes de pré-
processamento e segmentacdo, seguidas pela
contagem automatizada das col6nias.

O uso do Processamento Digital de Imagens
oferece uma abordagem para superar desafios
associados a intervencéo humana,
proporcionando uma identificacdo uniforme e
eficiente das coldnias bacterianas. Ao liberar o
tempo dos especialistas para andlise em vez de
tarefas repetitivas, essa metodologia contribui
significativamente para a eficiéncia e precisdo dos
processos laboratoriais.

Na literatura cientifica, foram identificados estudos
relevantes que empregam a combinacao de placas
de Petri com técnicas de visdo computacional e
processamento digital de imagens (PDI). Santos

(2022) utilizou o Aprendizado Profundo e Viséo
Computacional para a deteccdo e medicdo
automatica de halos em imagens digitais utilizando
uma Rede Neural Convolutiva (RNC) e o método
de disco-difusdo (SANTOS, 2022) como pébs-
processamento. Embora focado na medicdo de
halos, a abordagem destaca a eficdcia da
combinac@o de RNC e Visdo Computacional na
automacao desse processo em placas de Petri.
Menéses e Deus (2020) realizaram a contagem
automatica de colbnias de bactérias a partir de
imagens digitais, utilizando visdo computacional
para substituir a tradicional contagem manual. Os
resultados indicam que a contagem automatica é
capaz de contar 71% das coldnias de bactérias
vélidas presentes em uma placa de Petri. Essa
abordagem oferece uma maneira de simplificar e
otimizar o processo de andlise bacteriana,
reduzindo erros e custos de tempo associados a
intervencdo manual.

Os dois estudos exemplificam o uso eficaz de
técnicas de Visdo Computacional e PDI para
propdsitos diversos, destacando os progressos no
campo interdisciplinar de identificacdo de
elementos de interesse pertinentes a este projeto.

Objetivos

O objetivo deste trabalho é apresentar um
processo de identificacdo de coldnias de bactérias
em placas Petri que seja apurado e eficiente,
reduzindo a ocorréncia de falhas inerentes a
intervencdo humana, e permita que o tempo de
especialistas seja liberado para o processo de
andlise.

Materiais e Métodos

Nesta se¢do sdo apresentados a fonte dos dados
utilizados, e os procedimentos adotados para
obtencéo dos resultados.

Banco de imagens

As imagens de colbnias de microrganismos em
placas de Petri utilizadas foram obtidas de bancos
de imagens publicas da Universidade Catodlica de
Portugal. Exemplos podem ser observados na
figura 1.
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Figura 1 - Imagens do banco de dados

Fonte: Database of Petri plate. Disponivel em:
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20109377.v2,
Acesso em 20 mar. 2024.

Plataforma de desenvolvimento

Utilizamos o ambiente de desenvolvimento Google
Colab (Fig. 2), uma plataforma em nuvem baseada
em notebooks Jupyter, que permite a execucéo
remota de cdédigos Python. O Google Colab
oferece acesso gratuito a uma infraestrutura de
GPUs e TPUs. Além disso, o Colab facilitou
também o compartilhamento e a colaboracdo nos
cadigos ao longo do projeto.

Figura 2 - Plataforma Google Colab.

Fonte: Conheca o Colab. Disponivel em:
https://colab.research.google.com. Acesso em 23 mar.

2024.
Linguagem de Programacdo e Bibliotecas

O projeto foi realizado com a linguagem de
programag¢do Python na sua versdao 3.8,
aproveitando de sua sintaxe simples, seu poder
computacional e suas bibliotecas ja consolidadas
em aplicacdes do segmento de PDI. Neste projeto
foram utilizadas as bibliotecas NumPy v1.23,
OpenCV v4.8, Pillow v9.3.0 e Scikit-image
(Skimage) v1.1.
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Numpy é utilizado para a manipulacao eficiente de
arrays multidimensionais, sendo util no contexto de
PDI, visto que as imagens s&o processadas como
sendo uma matriz bidimensional.

OpenCV, Pillow e Scikit-image sdo amplamente
utilizadas em Processamento Digital de Imagens
em Python, fornecendo fungbes para a
manipulacdo das imagens e a implementacéo de
técnicas avancadas de PDI.

Técnicas de Processamento Digital de Imagens

Sobre o banco de imagens obtido, foram utilizadas
técnicas de Processamento Digital de Imagens
para a preparacdo da imagem e para sua posterior
extracdo de dados. A pesquisa envolveu o uso de
histogramas de cores para extrair dados Uteis para
0 processamento, técnicas de segmentagcdo dos
objetos de interesse, como 0 método de
binarizagdo de Otsu e a triangularizacao,
operacdes de morfologia mateméatica para para
aprimorar a imagem binarizada, e, por fim,
algoritmos de contagem e determinacdo de
coordenadas das col6nias na imagem de maneira
automatica, baseados no uso de flood fill para
preencher areas de interesse (GONZALEZ, 2010).

Histogramas de Cores

Inicialmente, foram gerados histogramas de cores
para a imagem da figura 3, permitindo a analise da
distribuicdo das intensidades de cores nos canais
RGB. O uso do histograma de cores foi necessario
como etapa inicial no processamento da imagem
de placa de Petri contendo colbnias de
microrganismos. Essa andlise promoveu uma
melhor compreensdo da composi¢cdo da imagem
em termos de cores nos canais RGB, fornecendo
informacdes para 0s proximos processos de
segmentacdo, identificagdo e contagem das
colénias, como mostra os histogramas (Figs. 4, 5).
Com base nos dados extraidos do histograma, foi
possivel realizar a segmentacdo da imagem
utilizando os métodos de Otsu e a triangularizagéo
para o processo de contagem e determinacdo dos
centros de massa de cada colbnia.
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Figura 3 - Imagem utilizada no processamento

Fonte: Database of Petri plate. Disponivel em:
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20109377.v2.

Acesso em 20 mar. 2024.

Figura 4 - Histograma da imagem em RGB.
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Fonte: Autoria propria

Figura 5 - Histograma da imagem em escala de
cinza.

140000 +
120000

100000 +
80000 4
60000 ¢
40000 4

20000 +

[} T
% 100 130 200 50

Fonte: Autoria propria.

Segmentacdo com Método de Binarizacdo de
Otsu e Mascaras Binarias

Com os dados extraidos do histograma, foi
aplicado o método de Otsu para calcular
automaticamente o valor limite (threshold) para

cada imagem. O método de binarizacédo de Otsu é
uma técnica de binarizacdo automatica. Ele
calcula o valor do limiar 6timo para separar 0s
pixels da imagem em duas partes: uma parte que
representa as coldnias de microrganismos e outra
que representa o restante da imagem. Esse valor
€ encontrado ao minimizar a diferenca de
intensidades de cores dentro das colbnias de
microrganismos e ao maximizar a diferenca entre
as coldnias e o fundo da imagem.

Com base nesse valor limite calculado pelo
método de binarizacdo de Otsu, foram criadas
mascaras binarias para a segmentacdo das
regibes de interesse da imagem. A aplicacdo do
método de Otsu permitiu um avancgo na separacéo
das coldnias bacterianas do restante da imagem,
conforme est4 exibido na figura 6.

Figura 6 - Imagem segmentada pelo método de
binarizacdo de Otsu

Fonte: Autoria propria
Segmentacdo com Triangularizagéo

A triangularizacdo é uma técnica de segmentagéo
de imagens que calcula um valor limiar para cada
pixel localmente, com base nos dados extraidos do
histograma da imagem. Ao contrario de usar um
anico valor limiar para toda a imagem, a
triangularizagdo ajusta dinamicamente o critério de
segmentacdo para cada regido da imagem. Essa
abordagem adaptativa auxilia na segmentacao das
regibes de interesse de forma mais eficiente,
provendo mais precisao e detalhamento.

Esse método de segmentacdo foi utilizado para
determinar os objetos de interesse na imagem,
como pode ser observado na figura 7, identificando
as regibes que correspondem as coldnias de
microrganismos nas placas de Petri. Essa técnica
€ util em imagens com variag@es de iluminagéo ou
contraste local, onde diferentes partes da imagem
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requerem diferentes valores de limiar para uma
melhor segmentacéao.

A utilizacdo das mascaras binarias, somada com a
etapa posterior de refinamento da binarizacéo,
permitiu a implementacao das préximas etapas de
processamento, tais como o0 processo de
contagem e determinacdo dos centros de massa
dos objetos de interesse.

Figura 7 - Imagem apés aplicacdo da
Triangularizacao.

Fonte: Autoria propria.

Remocdo de Ruidos com Técnicas de

Morfologia Matemética

Para eliminar pequenas regibes com ruidos
remanescentes da etapa de binarizacdo, foram
aplicadas técnicas de morfologia matematica na
imagem, sendo elas a erosédo e a convolucdo
(GONZALEZ, 2010). As técnicas de morfologia
matematica consistem em percorrer a matriz da
imagem original processando-a pixel a pixel
utilizando de um elemento estruturante (Kernel),
gue € uma matriz pequena de valores, e operacdes
matematicas entre essas matrizes, resultando em
uma nova imagem.

A erosédo é um processo morfoldgico que reduz os
objetos da imagem, especialmente os objetos
menores que o elemento estruturante utilizado. Na
erosdo, o elemento estruturante é percorrido sobre
a imagem, e para cada posicdo em que ele se
encontra, verifica-se se todos os pixels vizinhos,
definidos por este kernel sdo brancos. Caso sejam,
o pixel central do kernel se mantém branco, caso
contrério, é transformado em preto, ou seja, €
“erodido”.

A convolugcdo € uma operacdo morfologica que
aplica um filtro a imagem para realcar e suavizar
suas caracteristicas. O processo de convolugao
envolve também a utilizacdo do kernel para
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percorrer toda a imagem. Para cada iteracao, os
valores que compdem o kernel sdo multiplicados
pelos valores dos pixels correspondentes na
imagem. Em seguida, os resultados da
multiplicacdo sdo somados para obter o valor do
pixel na posicdo central do kernel na imagem de
saida, gerando uma nova imagem processada. A
utilizagdo da convolucdo promove melhorias na
qualidade da imagem, como suavizacao de bordas
bruscas de pixels, o que reduz o impacto de
pequenos ruidos na imagem.

Tais recursos de morfologia matematica
permitiram a remocdo de pequenos ruidos na
imagem, bem como a segregacdo dos objetos de
interesse muito préximos e uma melhora da
qualidade da imagem para 0s processamentos
posteriores, como mostra a figura 8.

Figura 8 - Imagem segmentada aprimorada com
Morfologia Matematica

Fonte: Autoria propria

Algoritmos para Automacgao da Contagem das
Colbnias e Determinacdo dos Centros de
Massa

O algoritmo do processo de contagem automatica
utiliza a técnica Floodfill. Essa técnica consiste em
preencher uma regido conectada na imagem com
uma cor especifica. Neste algoritmo, para
preencher a regido referente aos objetos de
interesse, foi utilizado amarelo, conforme mostra a
figura 9.

A contagem automética nesse algoritmo se da por
percorrer toda a imagem procurando pelas regides
brancas. Assim que uma € encontrada, entao essa
regido sofre o processo de Floodfill, se tornando
uma regido amarela agora. A0 mesmo passo, 0
contador de incidéncias do objeto de interesse é
incrementado.
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Figura 9 - Imagem apds processo de contagem

Fonte: Autoria propria

O dultimo processo aplicado as imagens para
extracdo de dados foi a determinacdo dos centros
de massa de cada col6nia de microrganismo
presente na placa de Petri. Esse processo fornece
informacgdes sobre a distribuicdo das colénias na
placa, sendo fundamental para a pesquisa em
microbiologia.

O centro de massa de um objeto na Visdo
Computacional é o ponto médio do aglomerado de
pixels que compdem o0 objeto de interesse, que
nesse caso séo as coldnias de microrganismos. O
ponto médio é calculado através da média
aritmética das coordenadas dos pixels que
compdem o objeto de interesse. Para determinar
todos os centros de massa, a imagem foi
percorrida  buscando pelas colbénias de
microrganismos, ou seja, os aglomerados de pixel
branco e aplicando em cada um deles esse
calculo. Os centros de massa encontrados foram
armazenados em uma estrutura de dados, para
serem utilizados posteriormente, por exemplo,
para demarcar, neste caso em vermelho, onde se
localiza cada centro de massa na imagem, como
mostra a figura 10.
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Figura 10 - Centros de massa dos objetos de
interesse demarcados na imagem segmentada

Fonte: Autoria propria

Viabilizagdo dos Resultados da Pesquisa na
Nuvem

Os algoritmos de Processamento Digital de
Imagens gerados ao longo da pesquisa foram
integrados ao servico AWS Lambda (AMAZON,
2014).

Essa integragdo viabiliza a aplicacdo préatica dos
resultados em ambientes do mundo real,
integrando laboratorios de analise microbiologicas
a infraestrutura de nuvem para andlises mais
ageis, convenientes e escalaveis.

Resultados e Discusséo

Os resultados abrangem o estudo e utilizacdo de
ferramentas de visdo computacional focados em
processamento digital de imagens, e a construgdo
de algoritmos para a identificagdo e extracdo de
dados de coldnias de microrganismos em placas
de Petri.

As etapas de andlise e pré-processamento da
imagem para segmentar os objetos de interesse de
todo o restante determinou a preciséo de acerto da
aplicacdo. A segmentagdo por técnicas de
binarizagdo proporcionou um acerto de 64%,
evidenciado pelo algoritmo de contagem
automatizada, que contabilizou 100% das regifes
de interesse segmentadas. A posicao dos centros
de massa de cada regido foi determinada com
100% de precisdo em relacdo o pixel central de
cada area segmentada da imagem.

A contagem, sendo realizada de forma
automatizada, sem a necessidade de intervencgéo
humana, bem como a determinacdo dos centros
de massa das coldnias de microrganismos nas
imagens de placas de Petri, consolidam a
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relevancia e conveniéncia dessa aplicacao no dia
a dia dos laboratérios de microbiologia em suas
andlises, contribuindo nos estudos e andlises
cientificas na area da microbiologia.

Conclusodes

Este trabalho apresenta um estudo de diferentes
etapas de processamento de imagens de colbnias
de bactérias em placas de Petri. Os resultados
mostram a viabilidade da técnica para identificagédo
das colbnias, assim como também mostra que o
processo pode ser aplicado para trabalhos que
utilizam redes neurais convolucionais, visando ndo
apenas gerar um padrdo de comparagcdo, mas
também melhorar a qualidade das imagens para
aumentar a eficiéncia dos resultados de
localizagdo e classificacéo das redes. A contagem
automdtica atingiu 64% de acerto em relacdo a
contagem manual. Esse resultado sugere que a
técnica desenvolvida tem potencial para ser
aprimorada e otimizada, contribuindo para
desenvolvimentos futuros na éarea de andlise
microbiolégica utilizando placas de Petri.
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