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1 Úvod

Tento dokument popisuje algoritmus a výsledný software pro určenı́ plochy porostu a celkového počtu
koloniı́ kvasinek (ev. jiných organismů) rostoucı́ch v Petriho miskách na základě analýzy jejich obrazu.
Tato měřenı́ jsou součástı́ kvantitativnı́ analýzy koloniı́ a použı́vajı́ se při experimentech, jejichž cı́lem
je zjistit, jaký vliv má testovaná látka, přidaná do kultivačnı́ho média, na jejich růst. Petriho misky jsou
uchovávány v kultivačnı́ch boxech a měřenı́ je v čase několikrát opakováno.

Dosavadnı́ obvyklou praxı́ bylo ručnı́ vyhodnocovánı́ těchto experimentů, které je velmi pracné
a časově náročné. Cı́lem výzkumu bylo ověřit, zda je možné parametry růstu koloniı́ měřit automati-
zovaně s použitı́m algoritmů pro zpracovánı́ obrazu, to znamená s minimálnı́ účastı́ operátora.

Testovacı́ obrazová data použitá při výzkumu a přiložená k tomuto demo programu byla pořı́zena
Katedrou genetiky a mikrobiologie Přı́rodovědecké fakulty UK v Praze. Vlastnı́ software vznikl za spo-
lupráce s touto katedrou.

2 Algoritmus

Vstupnı́ data pro algoritmus odhadu počtu koloniı́ v Petriho miskách jsou zı́skávána v laboratornı́ch
podmı́nkách, vždy za téměř shodných podmı́nek (Obrázek 1). Při snı́mánı́ obrazových dat se poloha
Petriho misky, fotoaparátu a zdrojů osvětlenı́ téměř neměnı́. Miska je vždy podkládána tmavou matnou
látkou (černý samet), který zamezı́ odleskům a zároveň vytvořı́ vysoký kontrast mezi pozadı́m (miska)
a popředı́m (kolonie kvasinek). Vlastnı́ poloha misky v obraze se může měnit, stejně tak jejı́ relativnı́
velikost. Tyto apriornı́ informace, které jsou dány laboratornı́m snı́mánı́m obrazu, nám usnadnı́ tvorbu
vhodného algoritmu.

Obrázek 1: Laboratornı́ pracoviště pro snı́mánı́ obrazu Petriho misek

Nynı́ již můžeme definovat požadavky na vstupnı́ data:

1. stejné rozlišenı́ obrazu u všech snı́mků,

2. monochromatický vstupnı́ obraz,
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3. obraz obsahuje pouze jednu Petriho misku.

Vlastnı́ algoritmus můžeme rozdělit do několika částı́. Jeho diagram je pak zobrazen na obrázku 2.

Obrázek 2: Algoritmus

2.1 Předzpracovánı́ obrazu

Vzhledem k požadavkům kladeným na vstupnı́ data je při předzpracovánı́ pouze převeden barevný
obraz I na monochromatický g.

g(x, y) = 0.3IR(x, y) + 0.59IG(x, y) + 0.11IB(x, y)

2.2 Detekce zóny zájmu v obraze

Zónou zájmu v obraze rozumı́me to mı́sto, které obsahuje pouze objekty relevantnı́ pro dalšı́ zpra-
covánı́. V našem přı́padě Petriho misku. Vzhledem k předpokladům, že vstupnı́ obraz obsahuje pouze
jednu Petriho misku a pozadı́ obrazu je homogennı́, je algoritmus pro stanovenı́ zóny zájmu snadný.
Předpokládejme, že miska bude umı́stěna přibližně uprostřed obrazu. Nejprve si spočı́tejme průměr-

Obrázek 3: Stanovenı́ zóny zájmu v obraze

nou intenzitu obrazové funkce odpovı́dajı́cı́ homogennı́mu pozadı́ ḡa. Vzhledem k nasvı́cenı́ Petriho
misky při snı́mánı́, je intenzita obrazové funkce g(x, y) v mı́stech okraje misky dostatečně odlišná
od průměrné intenzity pozadı́ ḡa tak, aby bylo možné určit čtvercový obal misky (Obrázek 3). Nynı́
můžeme spočı́tat parametry zóny zájmu, které budeme potřebovat pro dalšı́ výpočty:

1. souřadnice čtvercového obalu (v pixelech)

2. souřadnice středu Petriho misky (v pixelech)

3. vnějšı́ poloměr Petriho misky (v pixelech)

4. poloměr dna Petriho misky (v pixelech)
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2.3 Detekce shluků (Blobs)

Nynı́ v algoritmu přistupme k vlastnı́ detekci koloniı́. Předpokládejme, že pro detekci jsou primárně
důležité ty kolonie, které se nedotýkajı́ okraje Petriho misky. Vzhledem k požadavkům, které jsme
v úvodu kladli na vstupnı́ data, je intenzita obrazové funkce odpovı́dajı́cı́ povrchu koloniı́ výrazně
rozdı́lná od dna misky, přı́padně od pozadı́. To nám umožnı́ detekovat kolonie prostým prahovánı́m
(Obrázek 4). Vhodný práh byl stanoven experimentálně analýzou histogramů testovacı́ch obrázků.

Obrázek 4: Detekce koloniı́ kvasinek prahovánı́m

Pro dalšı́ analýzu potřebujeme v obraze lokalizovat jednotlivé detekované kolonie. K tomu použije-
me funkce z OpenCV Blob Extraction knihovny. Z obrázku 5 je zřejmé, že bylo identifikováno i velké

Obrázek 5: Identifikované objekty s vyznačeným těžištěm

množstvı́ objektů, které neodpovı́dajı́ koloniı́m. To je dáno tı́m, že odprahovaný obraz (Obrázek 4)
nebyl dále zpracováván. Nebyly tedy odstraněny objekty, které odpovı́dajı́ odleskům na hrdlu Petriho
misky, přı́padně dalšı́, většinou velmi drobné objekty.
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2.4 Filtrovánı́ a výpočet výsledků

V důsledku bude mnohem snažšı́ (a výpočetně efektivnějšı́) odstranit ze seznamu identifikovaných
objektů ty, které s velkou pravděpodobnostı́ neodpovı́dajı́ koloniı́m, než před vlasnı́ detekcı́ shluků
obraz dále předzpracovávat. Použijme k tomu dvě pravidla. Za objekt, který odpovı́dá kolonii budeme
považovat ten, který

• má plochu většı́ než stanovená minimálnı́ plocha kolonie a zároveň plochu menšı́ než stanovená
maximálnı́ plocha kolonie,

• všechny rohy čtvercového obalu objektu ležı́ uvnitř Petriho misky.

Zavedenı́m těchto dvou pravidel zı́skáme množinu objektů, které s velkou pravděpodobnostı́ odpovı́dajı́
koloniı́m.

Obrázek 6: Identifikované objekty s vyznačeným těžištěm po provedené filtraci

Výstupem z algoritmu je

1. celkový počet detekovaných objektu,

2. celková plocha detekovaných koloniı́,

3. podı́l plochy detekovaných koloniı́ z plochy dna Petriho misky.

Vzhledem k tomu, že se kolonie mohou během růstu dotknout a tı́m vytvářet shluky, které jsou iden-
tifikovány jako jednotlivé objekty, neodpovı́dá počet identifikovaných objektů počtu koloniı́ v Petriho
misce. Tento počet bude odhadnut. Odhad počtu koloniı́ spočteme jako podı́l plochy všech deteko-
vaných objektů a průměrné plochy osamocených koloniı́. Princip výpočtu průměrné plochy osamocené
kolonie je na obrázku 7.

3 Implementace

Algoritmus pro automatickou detekci a odhad počtu koloniı́ kvasinek v Petriho miskách byl implemen-
tován v jazyce C++ ve vývojovém prostředı́ Microsoft Visual Studio .NET 2008. Při implementaci byla
použita open source knihovna pro zpracovánı́ obrazu a počı́tačové viděnı́ – OpenCV ve verzi 1.1pre1
(October 2008). Runtime knihovny OpenCV jsou nezbytné pro spuštěnı́ programu a jsou přiloženy
na CD-ROM. Stejně tak je nutné nainstalovat Microsoft Visual C++ 2008 Redistributable Package
(vcredist_x86.exe), dostupný na webových stránkách firmy Microsoft.
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Obrázek 7: Výpočet průměrné plochy osamocené kolonie.

4 Popis software

Popisovaný software je stále ve fázi vývoje. Některé funkce, jako napřı́klad export výsledků ve formátu
akceptovatelném tabulkovým procesorem, přı́padně robustnějšı́ konfigurace parametrů detekčnı́ho
algoritmu, ještě nejsou plně implementované. Přesto již tato verze programu demonstruje detekčnı́
možnosti algoritmu a tı́m i přı́nos programu pro poloautomatické vyhodnocenı́ mikrobiologických ex-
perimentů. Spuštěný program je zobrazen na obrázku 8. Jedná se o hlavnı́ dialog, kterým se řı́dı́ chod
celého programu. Z menu File je možné zvolit inicializaci programu do stavu po spuštěnı́ (New) a tı́m

Obrázek 8: Software pro automatickou detekci koloniı́ kvasinek v Petriho miskách

ho připravit pro práci s novou datovou sadou, přı́padně program ukončit (Exit). Parametry detekce se
zadávajı́ přı́mo do dialogového okna hlavnı́ho programu. Přednastavené parametry by měly být op-
timálnı́ pro většinu datových sad. Vlastnı́ algoritmus se spouštı́ označenı́m jména souboru v okně (3).
Jednotlivé ovládacı́ prvky jsou popsány v tabulce 1. Po označenı́ jména souboru v okně (3) je spuštěna
vlastnı́ detekce koloniı́ a jsou spočı́tány, přı́padně odhadnuty jednotlivé parametry. Detekované kolonie
jsou označeny a výsledky zobrazeny v okně (8).
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Id. Funkce Poznámka
1 Data path Cesta k adresáři s obrázky
2 Path Volba adresáře s obrázky
3 List Výpis obrázků v testovacı́ sadě
4 Colony size Minimálnı́ detekovaná plocha kvasinky (v pixelech)
5 Colony size Maximálnı́ detekovaná plocha kvasinky (v pixelech)
6 Dish Lip Šı́řka okraje Petriho misky (v pixelech)
7 Diameter Průměr Petriho misky (v mm)
8 Results Výsledky

Tabulka 1: Ovládacı́ prvky programu Yeaster

Obrázek 9: Výsledky detekce a odhadu počtu koloniı́ pro soubor test1.jpg

5 Experimenty a výsledky

Software Yeaster byl testován na datové sadě, která obsahovala obrázky kvasinek v Petriho miskách
různého stářı́. Stářı́ kvasinek ovlivňuje jejich velikost, strukturu povrchu a množstvı́ srůstů. Detekčnı́
algoritmus musı́ být tedy robustnı́ zejména vůči těmto faktorům. Vzhledem k tomu, že obrázky jsou
pořizovány v laboratornı́ch podmı́nkách za přibližně stejných podmı́nek, nejsou ostatnı́ parametry
ovlivňujı́cı́ detekčnı́ algoritmus přı́liš podstatné.

Obrázek Plocha [%] Plocha [mm2] Detekováno Odhad
test1.jpg 3.75 294.55 23 27
test2.jpg 5.06 397.40 19 27
test3.jpg 3.60 282.26 23 27
test4.jpg 12.15 953.93 37 49

Tabulka 2: Výsledky odhadu počtu kvasinek

Chyba odhadu počtu koloniı́ (do 10%) se může zdát být vysoká. Tato chyba je způsobena tı́m,
že celkový počet koloniı́ nenı́ zjišt’ován analýzou obrazu srostlých shluků. Tento počet je odhadován
pomocı́ jednoduché heuristiky, která celkový počet koloniı́ odhadne jako podı́l celkové plochy, kterou
kolonie v Petriho misce zabı́rajı́ a průměrné plochy osamocené kolonie.
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(a) test1.jpg (b) test2.jpg

(c) test3.jpg (d) test4.jpg

Obrázek 10: Testovaná data

Obrázek Odhad Skutečný počet Chyba Chyba [%]
test1.jpg 27 29 2 7.40
test2.jpg 27 27 0 0.00
test3.jpg 27 30 3 10.00
test4.jpg 49 53 4 7.50

Tabulka 3: Chyba odhadu počtu koloniı́

6 Závěr

V prvé řadě je nutné znovu zdůraznit, že tento program pro automatickou detekci a odhad počtu
koloniı́ v Petriho miskách je stále ve fázi vývoje a testovánı́. Nicméně, již nynı́ bylo ukázáno, že
automatické (resp. poloautomatické) vyhodnocovánı́ snı́mků koloniı́ na základě analýzy obrazu je
možné. Při dalšı́m vývoji tohoto software se zaměřı́me zejména na snı́ženı́ chyby odhadu počtu koloniı́
důslednějšı́ analýzou obrazu srostlých koloniı́ a na přizpůsobenı́ uživatelského rozhranı́ programu,
vstupů a výstupů tak, aby vyhovovalo podmı́nkám použı́vánı́ v laboratořı́ch.

Tato zpráva vznikla za podpory grantu 1M0567 – Centrum Aplikované Kybernetiky.
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7 Výpis CDROM

CDROM:

DOC/

yeast.pdf

IMG/

test_1.jpg

test_2.jpg

test_3.jpg

test_4.jpg

EXE_LIB/

yeaster.exe
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