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Resumo. A contagem de micro-crustdceos da espécie Artemia Salina em testes
de toxicidade corresponde a uma atividade essencial para a verificacdo dos
efeitos toxicos de certas substdncias. A contagem manual normalmente
empregada nos testes, porém, mostra-se uma tarefa demorada e propensa a
erros. Sistemas computacionais empregados na contagem automdtica de
objetos estdo sendo cada vez mais utilizados, e se mostram uma excelente
ferramenta para auxiliar laboratoristas e pesquisadores em contagens de
particulas e micro-organismos. Porém, grande niimero destes sistemas pode
apenas ser empregado na contagem de micro-organismos ou particulas
estdticas, ndo podendo ser utilizados nos testes de toxicidade visto que estes
empregam micro-organismos vivos. Neste trabalho ¢é apresentado o
desenvolvimento de wum sistema para contagem automdtica de micro-
crustdceos da espécie Artemia Salina. Para isso foram implementadas técnicas
de visdo computacional com o objetivo de contar os micro-organismos vivos
que se movimentam ao longo do tempo nas amostras adquiridas por uma
camera. A partir de uma avaliacdo estatistica, constatou-se que a contagem
realizada pelo sistema desenvolvido ndo difere significativamente da contagem
realizada pelo laboratorista, o que comprova a eficiéncia do sistema
automdtico de contagem.

Abstract. The count of micro-crustaceans of the species Artemia Salina in
toxicity tests corresponds to an essential activity for the verification of the toxic
effects of certain substances. Manual counting are usually employed in the
tests. However, it is a time-consuming and error-prone task. Computer systems
used in automatic counting of objects are being increasingly used, and
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correspond to excellent tools to assist laboratory technicians and researchers
in particle or microorganisms counting. However, many of these systems can
only be used in the counting of static microorganisms or particles. Hence, they
can not be used in toxicity tests once they employ living micro-organisms. In
this paper, the development of a system for automatic counting of micro-
crustaceans of the species Artemia Salina is presented. Computer vision
techniques were implemented in order to count the living microorganisms that
move over time in samples acquired by a camera. A statistical evaluation of the
results shows that the counting held by the developed system does not differ
significantly from the counting conducted by laboratory technicians.

I. INTRODUCAO

O micro-crustaceo Artemia Salina tem sido largamente utilizado em testes de toxicidade
para verificar se o nivel de contaminacdo de efluentes com alta salinidade esta dentro de
padrdes estabelecidos por normas técnicas ou para verificar o efeito toxico de certas
substancias [1], [2]. Esses autores também afirmam que a utilizagdo da Artemia Salina é
interessante por se tratar de uma espécie de facil manuten¢do em laboratérios, baixo
custo e de facil aquisicdo.

Especificamente na agroindustria, os testes de toxicidade com micro-crustaceos
da espécie Artemia Salina vém sendo utilizados na anélise de alimentos a base de
residuos de subprodutos agricolas [3] e na anélise de efluentes para a prevencdo da
polui¢ado aquatica [2].

Ap6s um periodo em contato com diferentes concentracoes de amostras da
substancia de referéncia, os efeitos toxicos sobre os micro-crusticeos sao observados e
quantificados por meio de uma inspe¢ao manual com o auxilio de uma lupa [2]. Devido
ao pequeno tamanho dessa espécie, o efeito toxico comumente avaliado € a imobilidade
[1]. Da quantidade de Artemias imobilizadas ou mortas, sdo geradas as estatisticas de
interesse ao dominio do problema.

A dificuldade em quantificar o nimero de micro-organismos presente em um
experimento laboratorial torna o experimento fastidioso, principalmente naquele em que
a contagem ¢ realizada de forma manual pelo especialista, 0 que ocasiona demora na
realizacdo do experimento e, possivelmente, imprecisdo nos resultados obtidos [4].
Portanto, a ado¢@o de tecnologias que utilizam algoritmos de visdo computacional, cujo
objetivo € a extracdo de caracteristicas importantes das imagens para auxiliar na tomada
de decisdo [5], tem se mostrado como uma 6tima solucao para auxiliar o ser humano em
atividades que exigem grande esforco repetitivo. Além de evitar a fadiga do laboratorista,
a utilizacao desse tipo de sistema garante maior precisdo, repetibilidade e padronizacao
dos resultados.

Para o caso especifico de contagem de micro-organismos, existe uma variedade
de trabalhos desenvolvidos que se baseiam em visdo computacional para solucionar o
problema de contagem automatica de micro-organismos estaticos a partir da anélise de
imagens digitais, principalmente relacionados a contagem de bactérias e colonias de
bactérias [4], [6], [7]. Basicamente, esses trabalhos propdem uma etapa inicial de pré-
processamento ou filtragem, na sequéncia uma etapa de segmentacdo e por ultimo uma
etapa para extrair as informagdes da imagem.

Entre as técnicas mais utilizadas temos o filtro da mediana e equalizacdo de
histograma para suavizar a imagem, limiarizacdo, subtracdo de fundo, deteccdo de
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bordas e divisor de 4guas para isolar os objetos de interesse da imagem, transformada de
distancia e maquinas de suporte vetorial para classificar e realizar a contagem dos
objetos (micro-organismos) presentes na imagem [4], [6], [7].

Esses sistemas tém sido empregados com sucesso na contagem de diferentes
particulas de interesse em amostras laboratoriais, como € o caso da contagem células
sanguineas. Porém, dificuldades ainda sd3o encontradas na contagem automética de
particulas e micro-organismos em movimento, objetos sobrepostos, ou ainda, em
situacdes em que os objetos de interesse apresentem similaridade com o fundo devido ao
mesmo nivel de intensidade de cor refletida.

Considerando que nos testes de toxicidade com o micro-crusticeo Artemia Salina
o principal efeito toxico avaliado é a imobilidade das Artemias, um sistema de contagem
automatizada deve ser capaz de estimar a movimentacao realizada pelas Artemias vivas,
de modo a gerar as estatisticas de interesse.

No presente trabalho € descrito o desenvolvimento de um sistema capaz de
efetuar a contagem de micro-crustdceos da espécie Artemia Salina de forma automaética,
usando técnicas de processamento digital de de imagens e visdo computacional. Para
isso, diferentes técnicas de processamento de imagens digitais sdo empregadas para que
se possa estimar a quantidade de Artemias que se movimentaram em relagdo aos quadros
precedentes.

II. MATERIAL E METODO

A. Material - Aparato e procedimento experimental

De acordo com as adaptacdes promovidas na metodologia proposta em [8], preparou-se
uma solucdo salina de cloreto de sdédio p.a. (99%) na concentracio de 30 gL-1.
Posteriormente, transferiu-se a solug@o salina para uma cuba contendo cistos de Artemia
salina, que foram mantidos sob aerac@o constante, mediante a utilizagdo de uma bomba
de aquario, e exposicao a uma fonte luminosa (Iampada incandescente de 40 watts),
durante 48 horas. Apds o periodo de eclosdo dos ovos, preparou-se 5 amostras contendo
5 mL de solugdo salina de mesma concentracdo em béqueres com capacidade para 10
mL. Em seguida, cuidadosamente, acrescentou-se de 10 a 14 larvas de Artemia salina
por amostra, conforme dados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Quantidade de larvas por amostra

Amostra Quantidade
A 10
B 10
C 12
D 13
E 14

Para cada uma dessas amostras foi produzido um video com duracdo de 1 min.
Para isso, foi montado um sistema de aquisi¢do de videos formado por uma camera
industrial modelo Basler aCA1300-30gc, uma lente com distancia focal de 4mm e uma
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luz de fundo empregada para obter maior contraste entre a fase associada ao recipiente e
a fase associada aos objetos de interesse. Para o cenario de avaliacdo descrito, foi
definida uma regido de interesse quadrada na propria configuracdo da camera, e desta
forma videos com quadros de tamanho 680 x 680 pixels foram obtidos.

Na Figura 1 € apresentado o sistema utilizado na captura de videos.

Figura 1. Aparato de aquisicio

Na Figura 2 € apresentado um quadro de um video produzido, onde os pontos pretos
circulados representam as Artemias Salina.

Figura 2. Exemplo de imagem capturada

Depois de realizadas as aquisi¢des, cada video produzido com as amostras de
Artemias Salina foi analisado pelo sistema de contagem proposto descrito a seguir.
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B. Método - Contagem automatizada de micro-organismos através de visdo
computacional

O principal requisito funcional que orientou o desenvolvimento do sistema proposto foi a
realizagdo de contagem automatica de micro-crustiaceos da espécie Artemia Salina. Pela
andlise dos videos produzidos, observa-se que os micro-crusticeos vivos mudam
constantemente de posicdo. Com base nessa informacao, foi proposta uma abordagem
baseada em subtracdo de imagens e rotulacdo de componentes conexos para contar as
Artemias que se movimentaram em relacdo ao quadro anterior.

Na Figura 3 € apresentado o fluxograma das principais etapas de processamento
presentes no sistema proposto. Este sistema foi implementado utilizando a linguagem
C++ com o compilador GCC [9]. A biblioteca de software OpenCV, que disponibiliza
uma grande quantidade de estruturas de dados e algoritmos para processamento de
imagens digitais também foi utilizada [10],[11].

( Inicio )

A 4

Aquisicao de
imagens

A 4

Segmentagdo por
Subtra¢do + Limiariag@o (Otsu)

\ 4

Identifica¢@o por Operagdes

Morfoldgicas + Rotula¢do de
Componentes Conexos

A\ 4

Contagem baseada
em area

\ 4
( Fim )

Figura 3. Fluxograma do sistema

Na etapa de aquisi¢do € realizada a captura das imagens digitais a partir dos
quadros dos videos produzidos. Por sua vez, na etapa de segmentacdo procura-se separar
0s pontos que pertencem aos objetos de interesse nas imagens adquiridas. Para realizar a
separacdo da fase correspondente ao fundo da fase correspondente as Artemias que se
movimentaram ao longo das imagens que compde cada video sdo empregadas as técnicas
de subtracdo de imagens e de limiarizacao global combinada com o método de Otsu [12].
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Sejam f,_1(x,y) e fi(x,y) imagens correspondentes a quadros consecutivos de
um video, a fun¢do que define a imagem s(x,y) resultante da subtracdo entre essas
imagens é dada por:

fi-106Y) = fi(, y), se fr—1(x,y) > fi(x,y)

0, se fr(y) < fulry)

s(x,y) = {

A subtracdo de imagens visa detectar as Artemias vivas que se movimentaram em
relacdo ao quadro anterior. A nova posi¢ao € percebida nos pixels onde a diferenca é
positiva. As diferencas de pixels com valores nao positivos correspondem as regides da
imagem que tém o mesmo valor de intensidade ou a posi¢ao das Artemias no quadro
anterior, as quais recebem valor de intensidade zero.

Observando a Figura 4, considere, que o artefato localizado na posi¢do central da
imagem fj,_;(x,y) se deslocou para a posicdo superior a direita na imagem f;, (x,y). O
resultado da subtracdo entre esses dois quadros consecutivos, de acordo com a fung¢do 1,
¢ aimagem s(x, y), onde os pixels com valores de intensidade positivos estdo associados
ao artefato que se movimentou.

ApO6s o processo de subtracdo, é empregada a técnica de limiarizacdo global, que
consiste em agrupar os diferentes objetos e regides na imagem conforme a similaridade
de tonalidades entre os mesmos. Esta ¢ uma técnica simples e muito difundida, onde se
define um valor de limiar T para o nivel de intensidade luminosa em que se deseja
realizar o ponto de corte para binarizacdo da imagem. Esta técnica foi utilizada em
conjunto com o método de Otsu, empregado para a determinagdo automaética do valor de
limiar T para cada uma das imagens inspecionadas.

No método de Otsu os L niveis de cinza do histograma de uma imagem sao
normalizados e considerados como uma distribui¢ao de probabilidade, em que:

n;

L
zpl:

i=1
onde:
i: € um nivel de cinza da imagem
n;: é o numero de pixels com nivel de cinza i
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N: é o niimero total de pixels da imagem

p;: € a probabilidade de ocorréncia do nivel de cinza i

fk—l(x' y)

fk(x'y)

s(x,y)

Figura 4. Ilustraciao da func¢io de subtracao definida

Ap6s essa normalizacdo o método consiste, basicamente, em separar os niveis de

cinza de uma imagem em classes, através de limiares contidos em L, de modo a

maximizar a variancia entre as classes. Para o caso mais simples, como separar os niveis

de cinza em apenas duas classes, o método de Otsu seleciona um limiar k, com k € L
que maximiza a func¢do variancia entre classes:

329

Revista de Sistemas e Computag¢do, Salvador, v. 7, n. 2, p. 323-336, jul./dez. 2017
http://www.revistas.unifacs.br/index.php/rsc



[u- wl) — u()]?

0 = = on = w0

(3)

em que:

L
H=Zi'Pi
i=1

w(k) = zk:Pi
i=1

k

p) = Y ipy

i=1

onde u corresponde a média de intensidade dos pixels da imagem, w (k) corresponde a
probabilidade de ocorrer a classe com niveis de cinza menores ou iguais a k, ¢ u(k)
corresponde a média de intensidade dos pixels da classe com niveis de cinza menores ou
iguais a k.

7z

Como saida da etapa de segmentacdo é obtida uma imagem bindria onde as
Artemias que se movimentaram encontram-se destacadas do fundo. Entretanto, em
funcdo de ruidos ou outros artefatos presentes nas imagens adquiridas pode ser obtido
um grande nimero de pequenos componentes que nhdo representam Artemias € que
devem ser eliminados. Para isso, ¢ empregada uma sequéncia de operagdes morfologicas
de dilatacdo e erosdo, de modo que apenas componentes com tamanho razodvel sejam
mantidos [13]. No cenario de avaliacdo descrito, um elemento estruturante de tamanho
3x3 é empregado e apenas uma iteracdo para cada operacao € aplicada.

Na etapa de descricdo, cada um dos objetos ou agrupamentos de pontos restantes
na imagem bindria é detectado através de um algoritmo de extracdo de componentes
conexos, onde é gerada uma lista que contém a posicdo de cada objeto ou agrupamento e
a area calculada com base no nimero de pixels pertencentes ao mesmo [14].

A identificacdo dos objetos descritos na etapa anterior € realizada avaliando-se a
area de cada componente conectado e desconsiderando aqueles com valores fora de uma
faixa aceitavel, ou seja, que considera que o tamanho em pontos de Artemias esteja entre
um valor minimo e méaximo. Para o cenario de avaliacdo descrito, somente objetos que
contenham area entre 26 e 86 pixels sdo considerados. A contagem final do nimero de
Artemias vivas na amostra € feita com base na média do nimero de Artemias contadas
em cada imagem, para um intervalo entre o 1° quartil e 3° quartil dos valores obtidos.
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A exclusdo dos valores menores que o 1° quartil visa eliminar do cédlculo do
nimero médio de Artemias as contagens dos quadros que ndo apresentaram grandes
variagdes nas posi¢des das Artemias entre dois quadros consecutivos. A exclusdo dos
valores maiores que o 3° quartil visa eliminar do calculo da média as contagens muito
altas devido a etapa de segmentacdo ter gerado outros artefatos além das variacdes de
posicdes das Artemias.

Para avaliar a eficiéncia do sistema de contagem automatizada proposto, foi
aplicado o teste Qui-quadrado de aderéncia para comparar se as contagens realizadas
pelo sistema de contagem proposto - Valor Observado - se diferem significativamente
das contagens realizadas pelo laboratorista - Valor Esperado - [15]. Considerou-se como
diferenca estatisticamente significativa uma probabilidade menor que 0,05 (p < 0,05).

ITII. RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Para validar o sistema de contagem automaética descrito no presente trabalho foi realizada
uma série de testes sobre a base de amostras de videos de Artemias Salina. O processo de
contagem automatizada € ilustrado pelas Figuras 5, 6 e 7. Cada quadro pertencente ao
video obtido para as diferentes amostras € extraido, como ilustrado na Figura 5.

Figura 5. Imagem original

Partindo de uma sequéncia de quadros do video é empregada a segmentacido da
imagem para cada par de quadros k e k-1, obtendo-se o resultado ilustrado na Figura 6.
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Figura 6. Segmentacao

A imagem binarizada obtida na etapa de segmentacdo € processada pelo
algoritmo de rotulagdo de componentes conexos para que os agrupamentos de pontos
dentro dos limiares pré-estabelecidos sejam localizados e identificados, como ilustrado
na Figura 7. A contagem ocorre pela quantidade de regides conexas verdes destacadas.

As contagens obtidas com o sistema desenvolvido em cada video, bem como a
quantidade de Artemias vivas apurada pelo laboratorista em cada amostra, sio
apresentados na Tabela 1, juntamente com o mddulo dos desvios. O desvio médio (1,4)
apresentado para esse conjunto de amostras é semelhante aos resultados encontrados por
trabalhos correlatos encontrados na literatura [4], [7].

Os resultados apresentados pelo sistema proposto e pela contagem do
laboratorista também foram comparados e submetidos a analise estatistica pelo teste Qui-
quadrado de aderéncia. Com base no resultado desse teste, pode-se verificar que as duas
contagens nao apresentam diferengas estatisticas significativas, com p = 0,89.

E importante relembrar que a contagem manual das Artemias é uma atividade
meticulosa, mesmo para um profissional experiente, e nao estd livre de contagens
imprecisas. Diante desse fato e dos resultados apresentados pelo sistema de contagem
automatica desenvolvido, considera-se o sistema eficiente para auxiliar na tarefa de
contagem de micro-crustiaceos, do tipo Artemia Salina, em testes de toxicidade. A
utilizacdo de sistemas automatizados de contagem contribui para a averiguacdo de
repetibilidade dos resultados, pois ndo estdo sujeitos as oscilagdes de parametros de
contagem do laboratorista.
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Figura 7. Identificacdo das artemias

Em relacdo ao tempo de processamento, a realizacdo da contagem para cada quadro é
realizada pelo método proposto em aproximadamente 0,016 s, quanto utilizado um
computador com processador Intel CORE 17-4500U 1.80 GHz e 8GB de meméria RAM.
Desta forma, é possivel realizar a avaliacdo de um grande nimero de amostras em um
tempo muito inferior ao demandado por um laboratorista experiente.

Tabela 2. Resultados obtiddos pelo sitema de contagem x contagem do laboratorista

Valor
Valor
observado .
Amostra esperado . Desvio
. Sistema de
Laboratorista
contagem
A 10 10 0
B 10 12 2
C 12 10 2
D 13 14 1
E 14 12 2
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IV. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente trabalho foi apresentado o desenvolvimento de um sistema de contagem
automatica de micro-organismos, através de técnicas de visao computacional.

O sistema desenvolvido apresentou resultados satisfatorios na comparagdo entre a
atividade de contagem de Artemias Salinas realizada pelo laboratorista e pelo sistema
automatizado, a partir da andlise de videos de amostras do micro-crustiaceo, podendo
assim ser utilizado como ferramenta de auxilio em testes de toxicidades. Os resultados
obtidos foram ainda compativeis com os encontrados na literatura, na avaliacdo
automatica de amostras em cenarios semelhantes ao abordado no presente trabalho.

Como perspectivas futuras se pretende aprofundar a experimentacdo do sistema
in loco em laboratorios de testes de toxicidades que utilizam Artemias Salinas. O
objetivo serd avaliar o comportamento do sistema de contagem automético frente a
contagem do laboratorista em atividade rotineira do laboratdrio.

Concluiu-se também que para esta proxima etapa da pesquisa sera necessario o
desenvolvimento de um aparato eletromecanico especifico para utilizacdo no laboratdrio
em conjunto com o sistema de contagem. A razdo disso € estabilizar a luminosidade do
ambiente e evitar problemas com o espelhamento tornando desta forma o sistema mais
estavel e robusto.

Ainda, o sistema devera ser disponibilizado a comunidade de forma integrada a
um sistema de processamento de imagens que possa ser utilizado de forma grafica
empregando diagramas de blocos, de modo a facilitar a sua utilizacdo [16].
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