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1 Uvod

Tento dokument popisuje algoritmus a vysledny software pro urceni plochy porostu a celkového poctu
kolonii kvasinek (ev. jinych organismu) rostoucich v Petriho miskach na zakladé analyzy jejich obrazu.
Tato méreni jsou soucCasti kvantitativni analyzy kolonii a pouzivaji se pfi experimentech, jejichz cilem
je zjistit, jaky vliv ma testovana latka, pridana do kultivacniho média, na jejich rust. Petriho misky jsou
uchovavany v kultivacnich boxech a méreni je v Case nékolikrat opakovano.

Dosavadni obvyklou praxi bylo rucni vyhodnocovani téchto experimentu, které je velmi pracné
a Casové narocné. Cilem vyzkumu bylo ovéfit, zda je mozné parametry rlstu kolonii méfit automati-
zované s pouzitim algoritmU pro zpracovani obrazu, to znamena s minimalni ucasti operatora.

Testovaci obrazova data pouzita pfi vyzkumu a pfilozena k tomuto demo programu byla pofizena
Katedrou genetiky a mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty UK v Praze. Vlastni software vznikl za spo-
luprace s touto katedrou.

2 Algoritmus

Vstupni data pro algoritmus odhadu poctu kolonii v Petriho miskach jsou ziskavana v laboratornich
podminkach, vzdy za témér shodnych podminek (Obrazek 1). Pfi snimani obrazovych dat se poloha
Petriho misky, fotoaparatu a zdrojl osvétleni témér neméni. Miska je vzdy podkladana tmavou matnou
latkou (Cerny samet), ktery zamezi odleskiim a zaroven vytvori vysoky kontrast mezi pozadim (miska)
a popredim (kolonie kvasinek). Vlastni poloha misky v obraze se mize ménit, stejné tak jeji relativni
velikost. Tyto apriorni informace, které jsou dany laboratornim snimanim obrazu, ndm usnadni tvorbu
vhodného algoritmu.

Obrazek 1: Laboratorni pracovisté pro snimani obrazu Petriho misek
Nyni jiz mazeme definovat pozadavky na vstupni data:
1. stejné rozliSeni obrazu u vSech snimkd,

2. monochromaticky vstupni obraz,
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3. obraz obsahuje pouze jednu Petriho misku.
Vlastni algoritmus muzeme rozdélit do nékolika ¢asti. Jeho diagram je pak zobrazen na obrazku 2.

. . Blobs Blobs
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‘ y ROI Detection y 2 Bi Detection Filtering RESULTS

Obrazek 2: Algoritmus

2.1 Predzpracovani obrazu

Vzhledem k pozadavkum kladenym na vstupni data je pfi pfedzpracovani pouze preveden barevny
obraz I na monochromaticky g.

g(z,y) = 0.31g(x,y) + 0.591c(z,y) + 0.1115(z,y)

2.2 Detekce zony zajmu v obraze

Zbénou zajmu v obraze rozumime to misto, které obsahuje pouze objekty relevantni pro dalsi zpra-
covani. V nasem pripadé Petriho misku. Vzhledem k predpokladiim, Ze vstupni obraz obsahuje pouze
jednu Petriho misku a pozadi obrazu je homogenni, je algoritmus pro stanoveni zény zajmu snadny.
Predpokladejme, Ze miska bude umisténa priblizné uprostred obrazu. Nejprve si spocitejme primeér-

(o)
bounding box corner

homogeneity difference negative
homogeneity difference positive

o

o

Obrazek 3: Stanoveni zony zajmu v obraze

nou intenzitu obrazové funkce odpovidajici homogennimu pozadi g,. Vzhledem k nasviceni Petriho
misky pfi snimani, je intenzita obrazové funkce g(z,y) v mistech okraje misky dostatecné odliSna
od primérné intenzity pozadi g, tak, aby bylo mozné urcit ¢tvercovy obal misky (Obrazek 3). Nyni
muzeme spocitat parametry zony zajmu, které budeme potrebovat pro dalsi vypocty:

1. souradnice Ctvercového obalu (v pixelech)
2. souradnice stfedu Petriho misky (v pixelech)
3. vnéjsi polomér Petriho misky (v pixelech)

4. polomér dna Petriho misky (v pixelech)
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2.3 Detekce shluku (Blobs)

Nyni v algoritmu pfistupme k vlastni detekci kolonii. Pfedpokladejme, ze pro detekci jsou primarné
dulezité ty kolonie, které se nedotykaji okraje Petriho misky. Vzhledem k pozadavkim, které jsme
v Uvodu kladli na vstupni data, je intenzita obrazové funkce odpovidajici povrchu kolonii vyrazné
rozdilna od dna misky, pfipadné od pozadi. To nam umozni detekovat kolonie prostym prahovanim
(Obrazek 4). Vhodny prah byl stanoven experimentalné analyzou histogramu testovacich obrazkd.

Obrazek 4: Detekce kolonii kvasinek prahovanim

Pro dal$i analyzu potfebujeme v obraze lokalizovat jednotlivé detekované kolonie. K tomu pouzije-
me funkce z OpenCV Blob Extraction knihovny. Z obrazku 5 je zfejmé, Ze bylo identifikovano i velké

Obrazek 5: Identifikované objekty s vyznaCenym tézistém

mnozstvi objektl, které neodpovidaji koloniim. To je dano tim, Ze odprahovany obraz (Obrazek 4)
nebyl dale zpracovavan. Nebyly tedy odstranény objekty, které odpovidaji odleskiim na hrdlu Petriho
misky, pfipadné dalsi, vétSinou velmi drobné objekty.
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2.4 Filtrovani a vypocet vysledku

V dusledku bude mnohem snazs$i (a vypocetné efektivnéjsi) odstranit ze seznamu identifikovanych
objektu ty, které s velkou pravdépodobnosti neodpovidaji koloniim, nez pred vlasni detekci shlukl
obraz dale predzpracovavat. Pouzijme k tomu dvé pravidla. Za objekt, ktery odpovida kolonii budeme
povazovat ten, ktery

» ma plochu vétsi nez stanovena minimalni plocha kolonie a zaroven plochu mensi nez stanovena
maximalni plocha kolonie,

+ vSechny rohy ¢tvercového obalu objektu lezi uvnitf Petriho misky.

Zavedenim téchto dvou pravidel ziskame mnozinu objektu, které s velkou pravdépodobnosti odpovidaji
koloniim.

Obrazek 6: Identifikované objekty s vyznacenym tézistém po provedené filtraci

Vystupem z algoritmu je
1. celkovy pocet detekovanych objektu,
2. celkova plocha detekovanych kolonii,
3. podil plochy detekovanych kolonii z plochy dna Petriho misky.

Vzhledem k tomu, Ze se kolonie mohou béhem ristu dotknout a tim vytvaret shluky, které jsou iden-
tifikovany jako jednotlivé objekty, neodpovida pocet identifikovanych objektll poctu kolonii v Petriho
misce. Tento pocet bude odhadnut. Odhad poctu kolonii spocteme jako podil plochy vSech deteko-
vanych objektl a primérné plochy osamocenych kolonii. Princip vypoctu primeérné plochy osamocené
kolonie je na obrazku 7.

3 Implementace

Algoritmus pro automatickou detekci a odhad poctu kolonii kvasinek v Petriho miskach byl implemen-
tovan v jazyce C++ ve vyvojovém prostiedi Microsoft Visual Studio .NET 2008. Pfi implementaci byla
pouzita open source knihovna pro zpracovani obrazu a pocitacové vidéni — OpenCV ve verzi 1.1pret
(October 2008). Runtime knihovny OpenCV jsou nezbytné pro spusténi programu a jsou pfilozeny
na CD-ROM. Stejné tak je nutné nainstalovat Microsoft Visual C++ 2008 Redistributable Package
(vcredist_x86.exe), dostupny na webovych strankach firmy Microsoft.
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Obrazek 7: Vypocet primérné plochy osamocené kolonie.

4 Popis software

Popisovany software je stale ve fazi vyvoje. Nékteré funkce, jako napfiklad export vysledkud ve formatu
akceptovatelném tabulkovym procesorem, pripadné robustnéjsi konfigurace parametrl detekéniho
algoritmu, jesté nejsou plné implementované. Presto jiz tato verze programu demonstruje detekéni
moznosti algoritmu a tim i pfinos programu pro poloautomatické vyhodnoceni mikrobiologickych ex-
perimentl. Spustény program je zobrazen na obrazku 8. Jedna se o hlavni dialog, kterym se fidi chod
celého programu. Z menu File je mozné zvolit inicializaci programu do stavu po spusténi (New) a tim

Flle

con @ [ d

test_Lpg Yeast size from 400 @ To 3000 @
test_2.jpa

test 3.pg PetriDishLip 5 @

test_4.jpg Dish Diameter 100 @ [mm]

Results

Obrazek 8: Software pro automatickou detekci kolonii kvasinek v Petriho miskach

ho pfipravit pro praci s novou datovou sadou, pfipadné program ukoncit (Exit). Parametry detekce se
zadavaji ptimo do dialogového okna hlavniho programu. Pfednastavené parametry by meély byt op-
timalni pro vétsinu datovych sad. Vlastni algoritmus se spousti oznacenim jména souboru v okné (3).
Jednotlivé ovladaci prvky jsou popsany v tabulce 1. Po oznaceni jména souboru v okné (3) je spusténa
vlastni detekce kolonii a jsou spocitany, pripadné odhadnuty jednotlivé parametry. Detekované kolonie
jsou oznaceny a vysledky zobrazeny v okné (8).
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Id. | Funkce Poznamka
1 | Data path Cesta k adresafri s obrazky
2 | Path Volba adresare s obrazky
3 | List Vypis obrazk( v testovaci sadé
4 | Colony size | Minimalni detekovana plocha kvasinky (v pixelech)
5 | Colony size | Maximalni detekovana plocha kvasinky (v pixelech)
6 | Dish Lip Sitka okraje Petriho misky (v pixelech)
7 | Diameter Prdmeér Petriho misky (v mm)
8 | Results Vysledky
Tabulka 1: Ovladaci prvky programu Yeaster
Yeaster tL!J'
(e ]
C:\Data path | Options
Yeast size from 400 To 3000
e PetriDishLip 5
test_4.jpa

Dish Diameter 100 [mm]

Results

Data Set: C:\Data\test_1.jpg
Percentage: 3.75

Qverall Area: 294,55 [mm2]
MNumber of Colonies: 23
Estimated number of yeasts: 27

Obrazek 9: Vysledky detekce a odhadu poctu kolonii pro soubor test1.jpg

5 Experimenty a vysledky

Software Yeaster byl testovan na datové sade, ktera obsahovala obrazky kvasinek v Petriho miskach
rlzného stari. Stari kvasinek ovliviiuje jejich velikost, strukturu povrchu a mnozstvi sristd. Detekéni
algoritmus musi byt tedy robustni zejména vuci témto faktorim. Vzhledem k tomu, Ze obrazky jsou
porizovany v laboratornich podminkach za pfiblizné stejnych podminek, nejsou ostatni parametry
ovliviujici detekéni algoritmus pfili§ podstatné.

Obrazek | Plocha [%] | Plocha [mm?] | Detekovano | 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: Vysledky odhadu poctu kvasinek

Chyba odhadu poctu kolonii (do 10%) se mlze zdat byt vysoka. Tato chyba je zplsobena tim,
Ze celkovy pocet kolonii neni zji$tovan analyzou obrazu srostlych shluku. Tento pocet je odhadovan
pomoci jednoduché heuristiky, ktera celkovy pocet kolonii odhadne jako podil celkové plochy, kterou
kolonie v Petriho misce zabiraji a primérné plochy osamocené kolonie.
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(c) test3.jpg (d) test4.jpg

Obréazek 10: Testovana data

Obrazek | Odhad | Skute¢ny pocet | 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 poctu kolonii
6 Zaver

V prvé radé je nutné znovu zddlraznit, Ze tento program pro automatickou detekci a odhad poctu
kolonii v Petriho miskach je stale ve fazi vyvoje a testovani. Nicméné, jiz nyni bylo ukazano, ze
automatické (resp. poloautomatické) vyhodnocovani snimkl kolonii na zakladé analyzy obrazu je
mozné. Pfi dalsim vyvoji tohoto software se zaméfime zejména na snizeni chyby odhadu poctu kolonii
daslednéjsi analyzou obrazu srostlych kolonii a na pfizplisobeni uzivatelského rozhrani programu,
vstupl a vystupl tak, aby vyhovovalo podminkam pouzivani v laboratofich.

Tato zprava vznikla za podpory grantu 1M0567 — Centrum Aplikované Kybernetiky.
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7 Vypis CDROM

CDROM:
pOc/
yeast.pdf
IMG/
test_1.jpg
test_2.jpg
test_3.jpg
test_4.jpg
EXE_LIB/

yeaster.exe
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