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RESUMO

O presente projeto buscou, atraves de uma revisdo de bibliografia, estudar os
métodos e técnicas utilizadas na analise microbioldgica de contagem de Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC), nas suas mais diversas aplicac@es, visando fornecer um
apanhado geral de andlises microbioldgicas tendo foco na contagem de coldnias. Dada a
experiéncia da autora com pesquisa, surgiu-se a ideia de melhorar sua rotina no
laboratdrio através da automatizacdo da contagem de Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC). Deste modo, este projeto objetivou entender os principais estudos acerca de
ferramentas desenvolvidas para a automatizagdo da contagem de UFC, buscando
desenvolver um protétipo de aplicativo em portugués capaz de contar as Unidades
Formadoras de Col6nias, fornecendo bases para a criacdo de um aplicativo, favorecendo
a analise microbiologica e melhorando sua eficiéncia, através da eliminacdo do fator

cansaco e subjetividade do avaliador/pesquisador que faz a contagem manual de colbnias.

Palavras-chave: Microbiologia. Andlise Microbioldgica. UFC. Prot6tipo.

Automatizacdo de contagem de UFC.
ABSTRACT

The present project sought, through a literature review, to study the methods and
techniques used in the microbiological analysis of Colony Forming Units (CFU) counts,
in their most diverse applications, aiming to provide an overview of microbiological
analyzes focusing on counting. of colonies. Given the author's experience with research,
the idea arose of improving her routine in the laboratory by automating the counting of
Colony Forming Units (CFU). Thus, this project aimed to understand the main studies
about tools developed for the automation of CFU counting, seeking to develop a prototype
of an application in Portuguese capable of counting Colony Forming Units, providing
bases for the creation of an application, favoring the microbiological analysis and
improving its efficiency, by eliminating the fatigue factor and subjectivity of the
evaluator/researcher who manually counts colonies.

Keywords: Microbiology. Microbiological analysis. CFU. Prototype. CFU

counting automation.



SUMARIO

1. OBUIETIVO ..t 9
2. METODOLOGIA ... 9
2.1 REVISAO DE BIBLIOGRAFIA ........cooeiitiieeeeeieeceeee e, 9

2.2 DESENVOLVIMENTO DE PROTOTIPO DE FERRAMENTA PARA

CONTAGEM DE UFC ..ot en s e 10
2.3 DELINEAMENTO AMOSTRAL E TESTES DA FERRAMENTA ..... 10
2.4 DESENVOLVIMENTO DE DESIGN PARA APLICATIVO.............. 11
3. REVISAO.....o oo, 12

3.1 CONCEITOS E EVOLUCAO DA MICROBIOLOGIA.................. 12

3.2 A MICROBIOLOGIA E A IMPORTANCIA DE ANALISES
MICROBIOLOGICAS ..ottt 13

3.3 CONTAGEM DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA

3.5 METODOS DE AUTOMATIZACAO DE CONTAGEM DE

COLONIAS ...ttt 15
A, RESULTADOS ....cooiitietieeeeeeeeee et en e 18

4.1 SELECAO DE IMAGENS E DEFINICAO DE UFC.................... 18
4.2 DELINEAMENTO DE PROTOTIPO PARA APLICATIVO DE
CONTAGEM DE UFC......ooiiiieieeiee e 19

4.3 DESENVOLVIMENTO DE DESIGN INICIAL DE APLICATIVO 22

B, DISCUSSAD ..ottt et e e e 23



6.

7.

8.

CRONOG

RAMA FINAL ...

REFERENCIAS ...ttt e,

ANEXOS



INTRODUCAO

A palavra microbiologia vem da juncdo dos elementos de composicdo grega
mikrés (pequeno) e biologia (bios, vida + logos, estudo). Ou seja, € o ramo das ciéncias
bioldgicas que estuda microrganismos e que tem grande importancia atualmente, seja na
pesquisa basica envolvendo estudos bioquimicos, moleculares e fisiolégicos, ou em
pesquisas aplicadas nas areas alimenticia, industrial e no controle de pragas e doencas,
tendo ampla aplicacdo na biologia, odontologia, epidemiologia, medicina, enfermagem,
nutricdo, farméacia, biomedicina, patologia e biotecnologia (CREMEPE, 2006).

A microbiologia ¢ um ramo da biologia que estuda a morfologia, a fisiologia e a
taxonomia dos seres microscopicos. Raramente 0S microrganismos encontram-se
isolados no meio ambiente, em geral, estdo misturados e se desenvolvem quando
submetidos a condicdes ideais, de acordo com suas especificidades. Dentre as técnicas
utilizadas em microbiologia, o cultivo € a técnica mais tradicional, sendo feito em meio
solido utilizando nutrientes essenciais para 0 crescimento bacteriano. Por vezes, é
necessario identificar e quantificar os microrganismos presentes em determinados meios
(ALVES, 2006; SANTANA, 2018).

Os principais materiais utilizados na microbiologia sdo autoclave, cdmara de fluxo
laminar, estufa de incubacdo, estufa de esterilizacdo, balanca analitica, vidrarias, entre
outros. Todos os procedimentos devem ser realizados com muito cuidado, bem como
todos 0s materiais devem ser estéreis para evitar qualquer tipo de contaminacéao (VIEIRA
e FERNANDES, 2012).

A microbiologia tem um papel essencial no diagnostico de doencas que acometem
a populacdo, neste contexto varios 6rgdos e entidades tém estabelecido padrfes para as
andlises microbioldgicas, principalmente nos procedimentos de quantificacdo bacteriana
(ANVISA, 2013). As aplicagdes das analises microbiologicas podem variar de anélises
de solos a alimentos, assim como doencas e infecgdes que acometem a populagéo no geral
(SORHEIM et al, 1989; NASCIMENTO et al, 2000; SANTANA, 2018).

Nascimento e Nascimento (2000) aborda que a qualidade dos alimentos deve
assegurar que estes sejam livres de microrganismos patogénicos e, ainda, esta qualidade
é fundamental para a satde publica e que um registro de inspecdo nao € sinénimo de um
alimento livre de patogenos. Assim sendo, é padronizado o uso da Contagem de Col6nias
Padrdao em Placa e/ou enumeracdo de coliformes (para a familia enterobacteriacea). Esse

€ um dos usos indispensaveis da contagem de coldnias.



Sorheim et al, 1989 através de seus estudos com contagem de colénias conseguiu
quantificar mais de 40 biotipos de microrganismos do solo, constatando ainda que ndo ha
correlagéo direta entre a contagem de placas e a diversidade.

Ulsenheimer et al, 2017 constatou, através de seus estudos, a grande importancia
de se realizar a cultura e antibiograma, identificando assim, o agente causador e 0s
principios ativos mais efetivos contra a bactéria, evitando a ampla utilizacdo de
antibioticos de forma errénea e indiscriminada, que favorecem a aquisicao de resisténcia
antimicrobiana, bem como a comercializacdo de leite de ma qualidade para o consumo
humano, demonstrando que a analise microbioldgica pode ser eficiente para evitar
diversas doencas.

Desse modo, é inegavel a importancia de analises microbioldgicas quantitativas e
qualitativas como método de estudo de diversas areas, tornando-se muito importante
investir em inovacgdes que auxiliem nestas analises, para Ihes conferir maior credibilidade
e assertividade.

Assim, muitos 6rgdos, entidades e laboratérios estdo preocupados em estabelecer
normas, procedimentos e critérios para a padronizacdo das analises microbiolégicas em
meio solido (ALVES, 2006). Um dos critérios que pode ser questionado é a contagem
manual de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC), ja que se trata de um processo lento
e cansativo que pode variar de acordo com o numero de analises realizadas, que esta
sujeito a exposicao do avaliador a essa atividade visual.

Assim, observa-se no mercado um nimero de recursos limitados para sanar essas
questdes (ALVES, 2006). A maior parte dos recursos disponibilizados possui um custo
muito alto, invidvel para pesquisadores que utilizam este método poucas vezes durante
sua pesquisa.

A tecnologia cresce a cada dia e nos da diversas solugdes para problemas que
antes pareciam ndo ser solucionaveis. Pensando nisso, alguns estudos buscaram
desenvolver um modelo computacional automatizado para o processamento de imagens
de UFC, no qual utilizaram diversas ferramentas que objetivava a melhor imagem e
assertividade do método (ALVES, 2006; OSOWSKY e GAMBA, 2001; SANTANA,
2018). Entretanto, ainda se faz necessario a busca por ferramentas com um menor custo
e de facil aplicacdo, para uso em pequena escala, favorecendo pesquisadores da area
microbiologica.

Ja outros meios, que sao oferecidos, ainda ndo tem sua eficacia comprovada.



Neste contexto, a OpenCV (Open Source Computer Vision) € uma
biblioteca de programacédo, de cddigo aberto que tem como objetivo tornar a visdo
computacional mais acessivel a desenvolvedores e também estudantes e amadores,
possuindo mais de 500 fungbesque pode ser aplicada em diversas linguagens de
programacao (C++, Python, Ruby, Java...), podendo ser utilizada na analise de imagens
para prototipacdo de projetos, como o prototipo de um aplicativo de contagem de coldnias
em linguagem simples e acessivel.

Deste modo, o presente trabalho buscou explicar as origens da microbiologia e
suas diversas aplicacdes, bem como a importancia de analises de UFC tanto para a
indUstria quanto para a pesquisa no Brasil. Além disso, foi desenvolvido um modelo
inicial de protdtipo de aplicativo dentro de uma plataforma colaborativa, que serviré de
base para estudos futuros para desenvolvimento real de um aplicativo para a

automatizacao de contagem de coldnias.

1. OBJETIVO
Desenvolver uma revisao bibliografica sobre a microbiologia e a analise
microbioldgica de contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC), buscando seus
principais usos e sua importancia atual e, ainda, desenvolver um prot6tipo de aplicativo
capaz de automatizar as contagens para facilitar o cotidiano de pesquisadores que utilizam
desta técnica em suas analises, visando facilitar e acelerar este processo, bem como

reduzir erros ocasionados pelo cansa¢o do individuo que faz as contagens.
2. METODOLOGIA

2.1 REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

O trabalho foi desenvolvido a partir do método de pesquisa bibliogréafico, onde foi
realizado o levantamento de informacdes e conhecimentos acerca do tema a partir de
diferentes materiais bibliograficos ja publicados.

Com base em experiéncias anteriores da aluna, inicialmente utilizou-se a
plataforma “Pubmed” para buscar por artigos relacionados a Unidades Formadoras de
Col6nia e Microbiologia. Para isso, palavras-chave em inglés foram utilizadas como “cfu
assay”, juntamente ao filtro que selecionava 0 periodo de publicacdo do artigo, sendo
definido pela aluna a faixa de 2006-2022. O nimero de resultados da busca foi de 9.636

resultados, sendo considerado muito alto. Desse modo, foram sendo testadas



combinacges de palavras para chegar em uma menor quantidade e especificidade, como
“in vitro”, “microbiology” e “colony”.

Também, por se tratar de uma pesquisa multidisciplinar, optou-se por utilizar
outras plataformas para pesquisa de artigos e livros relacionados ao tema. Por fim, foram
utilizadas as plataformas “Pubmed”, “Scielo”, “ResearchGate” e “Google Académico”,
além de pesquisa em aberto de teses relacionadas ao tema. Ao fim, foram selecionados 0s
artigos, ebooks, teses e livros que se relacionam a proposta deste manuscrito para a
formulacdo do desenvolvimento da revisédo, tendo por foco a histéria da microbiologia,
sua importancia e desenvolvimento, a analise de UFC como ferramenta e a automatizagéo
da contagem de UFC, tendo como finalidade um prot6tipo de ferramenta para a contagem
de UFC que auxilie os pesquisadores no dia a dia, através da facilitacdo de uma analise
amplamente utilizada em diversas areas de conhecimento, servindo de base para

pesquisas futuras.

2.2 DESENVOLVIMENTO DE PROTOTIPO DE FERRAMENTA PARA
CONTAGEM DE UFC

Através do estudo de artigos relacionados ao desenvolvimento de aplicativos e
ferramentas para a automatizacdo da contagem de coldnias, a aluna desenvolveu um
protétipo de aplicativo em portugués para a contagem automatizada através da utilizagédo
da plataforma OpenCV, utilizando para a programacgdo a linguagem python e
proporcionando a leitura de imagens disponibilizadas pela prépria autora em uma pasta
de arquivos do google drive, visando facilitar o cotidiano dos pesquisadores para a
contagem. A metodologia utilizada foi escolhida devido as facilidades da utilizagdo da
plataforma, que nédo necessita de um hardware de processamento de alto custo, visto que
os dados sdo armazenados e executados na nuvem. Além disso, a linguagem python
possui a caracteristica de ser mais simples e flexivel que outras linguagens de

programacdo mais complexas.

2.3 DELINEAMENTO AMOSTRAL E TESTES DA FERRAMENTA

Apbs a ferramenta ser desenvolvida, foi estipulado um ndmero amostral de 12
imagens para a validacdo da ferramenta. As imagens estudadas foram provenientes de
trabalhos anteriores da propria autora. Ademais, para identificar possiveis divergéncias
na contagem devido a qualidade das imagens, foram obtidas fotografias de alta resolucao

da plataforma Getty Images®. Por fim, os dados obtidos pela ferramenta foram



comparados com a contagem manual de UFC e os dados foram analisados e discutidos

segundo os resultados gerados e a literatura.

2.4 DESENVOLVIMENTO DE DESIGN PARA APLICATIVO

Desenvolveu-se um trabalho de design, pensando nas principais ferramentas e
funcbes que deveria estar presentes em um posterior aplicativo para pesquisadores e
trabalhadores de pequenas empresas, com um perfil de facil acesso e autoexplicativo, que
possa retirar as fotografias ou entdo baixa-las diretamente da galeria do dispositivo que
instalar o aplicativo e habilitar suas fungdes. O design foi desenvolvido em plataforma

online apenas no formato de apresentacéo.



3. REVISAO
3.1 CONCEITOS E EVOLUCAO DA MICROBIOLOGIA

A palavra microbiologia vem da juncdo dos elementos de composi¢do grega
mikros (pequeno) e biologia (bios, vida + logos, estudo) (CREMEPE, 2006). A
microbiologia é a ciéncia que se destina aos estudos de microrganismos e de seu
funcionamento, principalmente das bactérias (MADINGAN et al., 2016). Ela foi
impulsionada pela descoberta do microscépio no final do século XVII, por Anton van
Leeuwenhoek (1632-1723), que atraves do microscopio pode visualizar 0s
microrganismos e entdo abrir as portas para essa nova ciéncia, estando a microbiologia e
a microscopia diretamente interligadas. Leeuwenhoek foi o primeiro a ver e descrever
bactérias, leveduras, vida dentro de uma gota de &gua e a circulagcdo de corpusculos
sanguineos em capilares, isso porque ele inventou o microscopio nas Provincias Unidas,
tendo por base a invencdo de Robert Hooke (microscopista inglés), que foi o primeiro a
fazer a descri¢cdo de um microrganismo ao ilustrar estruturas de frutificacdo de bolores
(CARVALHO, 2010; LERA e GARCIA, 2015; MADIGAN et al., 2016). A
microbiologia tem grande importancia atualmente, seja na pesquisa basica envolvendo
estudos bioquimicos, moleculares e fisioldgicos, ou em pesquisas aplicadas nas areas
alimenticia, industrial e no controle de pragas e doencas, tendo aplicacdo na biologia,
odontologia, epidemiologia, medicina, enfermagem, nutricdo, farmacia, biomedicina,
patologia e biotecnologia (CREMEPE, 2006).

As células microbianas vivem em associacdes com outras células na natureza. Um
grupo de células originadas de uma mesma célula parental formam populacgdes, que por
sua vez interagem com outras popula¢des para formar comunidades microbianas, as quais
dependem dos recursos disponiveis e das condi¢des do ambiente. Em microbiologia
utiliza-se a palavra “crescimento” para referenciar um aumento no numero de células em
decorréncia da divisdo celular (MADIGAN et al., 2016). O crescimento de
microrganismos se da por uma curva caracterizada por quatro fases: laténcia, exponencial
(logaritmica), estacionaria e morte (ou destruicdo). A reproducdo bacteriana ocorre via
progressao geomeétrica, por isso a expressao é representada em logaritmo (log) do nimero
de microrganismos pelo tempo gasto para a multiplicagéo, ou seja, 0 tempo para uma
célula originar 2, que originardo 4 e assim sucessivamente (CARVALHO, 2010;
SANTANA, 2018).



A comprovacao de que alguns microrganismos podem causar doencas foi o maior
impulso para o desenvolvimento da microbiologia como ciéncia independente. Através
dos estudos de Robert Koch (1843-1910) foi desenvolvido o conceito de doengas
infecciosas e fundamentou-se com experimentos diretos. Por meio do estudo do Antraz
(doenca do gado causada pela bactéria Bacillus anthracis), Koch formulou um conjunto
de critérios para associar causa e efeito em uma doenga infecciosa, criando-se entdo o0s
postulados de Koch. Em suma, os postulados destacam a importancia da cultura
laboratorial do possivel agente infeccioso, seguida pela insercdo do agente em animais
sadios e posterior recuperacdo deste patdgeno em animais doentes ou mortos
(MADIGAN et al., 2016).

A infeccdo bacteriana é a combinacdo da presenca de bactérias e inflamacéo ou
disfuncdo sistémica; portanto, geralmente é necessaria mais de uma modalidade de
diagnostico para confirmacdo. Testes baseados em cultura sdo a base da microbiologia
moderna e geralmente sdo considerados o padrdo de referéncia com o qual outros testes
diagndsticos sdo comparados. No entanto, se tratando da prética clinica, raramente 0s
testes de cultura séo utilizados para identificacdo de infec¢des, ja que geralmente levam
de 48-72 horas para serem disponibilizados (BOYLES e WASSERMAN, 2015). Todavia,

as aplicacdes de analises microbioldgicas permeiam por muitas areas de conhecimento.

32 A MICROBIOLOGIA E A IMPORTANCIA DE ANALISES
MICROBIOLOGICAS

A microbiologia é muito importante para o diagndéstico de doencas que acometem
a populacdo, assim sendo, varios 6rgdos e entidades tém estabelecido padrdes para as
andlises microbioldgicas, principalmente nos procedimentos de quantificacdo bacteriana
(ANVISA, 2013). As aplicagdes das analises microbiologicas podem variar de anélises
de solos a alimentos, assim como doencas e infecgdes que acometem a populagéo no geral
(SORHEIM et al., 1989; NASCIMENTO et al., 2000; SANTANA, 2018).

Os principais materiais utilizados na microbiologia sao autoclave, camara de fluxo
laminar, estufa de incubacdo, estufa de esterilizagdo, balanca analitica, vidrarias, entre
outros. Todos os procedimentos devem ser realizados com muito cuidado, bem como
todos os materiais devem ser estéreis para evitar qualquer tipo de contaminacéao (VIEIRA
e FERNANDES, 2012).

O cultivo de microrganismos em meios de cultura € uma das técnicas mais

utilizadas na Microbiologia utilizada na quantificacdo e isolamento de diferentes grupos



de microrganismos. A contagem de coldnias de bactérias € indispensavel no processo de
andlise e identificagdo destas, servindo assim de fonte de informacdo para diagnosticos e
pesquisas (SOUZA et al., 2012).

3.3 CONTAGEM DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA (UFC)

O ensaio de formacéo de coldnias é uma técnica de analise da sobrevivéncia de
células in vitro, baseado na capacidade de uma Unica célula de crescer em uma colénia
(em torno de 50 células). O ensaio de UFC pode ser usado para determinar a eficacia de
outros agentes citotoxicos. Apenas uma fracdo de células semeadas mantém a capacidade
de produzir colonias (FRANKEN et al., 2006).

A técnica de contagem direta em placa, exige um tempo de incubacédo de 24h para
0 aparecimento de coldnias visiveis na placa. Tal método considera que cada col6nia é
originaria de uma Unica célula, os resultados dessa contagem sdo expressos em unidades
formadoras de colénia (UFC). Para 0 sucesso dessa técnica é necessario que um nimero
limitado de 30 a 300 coldnias cresca sobre a placa, pois quando ha uma saturacdo de
bactérias a contagem € dificultada (TORTORA, 2017).

3.4 APLICAQAO DA CONTAGEM DE UFC

A andlise de contagem de Unidades Formadoras de Coldnia pode ser uma
alternativa eficaz para a andlise inicial de farmacos, utilizando-se do modelo in vitro para
basear futuras pesquisas com maior assertividade. Marshall et al, 2017 em seu estudo
propds uma combinacdo de farmacos - ceftazidima-avibactam (CAZ-AVI) com
aztreonam (ATM) - contra bactérias entéricas resistentes ao carbapenem (com metallo-p-
lactamases (MBLs), sendo encontrada uma redugdo do nimero de UFC, demonstrando
que deve-se considerar essa nova combinagdo terapéutica para tratar infec¢fes causadas
por Enterobacteriaceae produtora de MBL. Esta é apenas uma das inumeras pesquisas
que usufruem da técnica de contagem de UFC para embasar novas teorias e produtos, tdo
importantes para nosso cotidiano. Os estudos variam desde analise de biofilme em
enxerto vascular (HERTEN et al., 2017) até mesmo a estudos de células tronco (GUO,
GRAHAM-EVANS e BROXMEYER, 2006; LAUVRUD et al., 2021), isso apenas para
estudos relacionados a saude.

Além disso, com relacao as industrias, a analise de UFC também ¢é utilizada como
parametro para assegurar a qualidade de alimentos e de medicamentos, por exemplo,

através do monitoramento ambiental estipulado pela ANVISA. O Monitoramento



Ambiental é uma ferramenta de avaliacdo de eficacia das medidas de controle de
contaminacgéo, que identificam ameacas para a qualidade e a seguranga dos produtos
fabricados atraves da avaliagdo do perfil microbiol6gico das areas limpas, cujos
resultados permitem verificar as tendéncias de crescimento microbiano dentro dos
ambientes controlados (MEDEIROS e SENA, 2020).

Dessa forma, muitos 6rgdos, entidades e laboratorios estdo preocupados em
estabelecer normas, procedimentos e critérios para a padronizacdo das analises
microbiologicas em meio solido (ALVES, 2006). No entanto, 0s equipamentos
disponiveis no mercado que fazem a contagem automatica de Unidades Formadoras de
Colbnias sdo muito caros, sendo inviaveis para pesquisadores e até laboratorios de
pequeno porte. Em uma répida pesquisa, foram encontrados equipamentos que variam de
R$30.000,00 a R$450.000,00.

Damasceno, 2011 (apud SANTANA, 2018) diz que o método manual (realizado
a olho nu) de contagem de UFC é o método mais acessivel de realizar a contagem das
coldnias bacterianas nos laboratdrios de microbiologia clinica, apesar de demandar muito
tempo.

Em alguns laboratérios de andlises clinicas a tarefa de quantificar
microrganismos, como 0s agentes causadores de infeccdo urinaria, é realizada
manualmente, como no Laboratério de Anéalises Clinicas do Hospital Universitario da
UFGD - Universidade Federal da Grande Dourados (SOUZA et al, 2012), bem como em
laboratdérios de pesquisa, como o Centro Integrado de Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Bauru (FOB/USP). Um dos critérios que pode ser questionado na criagdo
de um procedimento de analise de UFC é justamente a contagem manual, ja que se trata
de um processo lento e cansativo que pode variar de acordo com o nimero de analises
realizadas. Zonta et al, 2018 diz que esta analise é suscetivel a falhas humanas, bem como
toda tarefa repetitiva, sendo que grandes volumes de amostras exigem uma quantia
razoavel de tempo nesta tarefa, 0 que aumenta expressivamente os casos de fadigas,
distracGes e erros. Assim, é de extrema relevancia investir em tecnologias que deem
suporte a andlise, para que mais pesquisas sejam desenvolvidas utilizando-se desta

técnica, com mais rapidez e assertividade, buscando melhorar o cotidiano do pesquisador.

3.5 METODOS DE AUTOMATIZACAO DE CONTAGEM DE COLONIAS
O processamento digital de imagens tem sido utilizado na microbiologia através
de soluges voltadas para identificagdo e quantificacdo de dados, os quais sao avaliados



com a intencdo de encontrar resultados e conclusdes para o assunto estudado (ARAUJO
etal., 2017).

O processo para automatizacao de contagem de coldnias consiste basicamente em
4 etapas principais: o sistema de aquisicdo de imagens, 0 pré-processamento destas, o
processo de contagem e a afericdo dos resultados (BARROS et al., 2010; ARAUJO et al.,
2017).

A andlise e interpretacdo dos dados produzidos a partir do processamento digital
de imagens para determinado fim é feita através dos sistemas de visdo computacional. Os
sistemas de visdo computacional vém se destacando como solucgdes confiaveis e eficazes
(ARAUJO et al., 2017).

Para a aquisicdo de imagens, geralmente utilizam-se uma camera digital para
fotografar as placas de petri com a cultura de col6nias, sendo utilizado um fundo em
contraste a cor do agar utilizado. Apos retirada a fotografia, algumas ferramentas deem
ser empregadas para favorecer a leitura e analise correta da imagem.

Apos a aquisicdo de imagens, é necessario definir uma ferramenta para a leitura e
analise de imagem. O OpenCV (Open Source Computer Vision) é uma biblioteca
de programacdo, de cddigo aberto que tem como objetivo tornar a visdo computacional
mais acessivel a desenvolvedores e tambeém estudantes e amadores, com diversas
aplicacdes e diversas linguagens de programacao (C++, Python, entre outras). De modo
pratico, a plataforma “collab” (OpenCV) ¢ uma opg¢do de ferramenta acessivel para
prototipos e ferramentas mais simples de andlise de imagens.

Neste contexto, o cddigo Python pode ser uma escolha eficiente para modelos de
prototipacdo de aplicativo para contagem de UFC, ja que se trata de uma linguagem de
altissimo nivel e de programacéo simples porém completa. Esta linguagem configura-se
como ferramenta indispensével para trabalhos iniciais e prototipacéo de projetos voltados
a ciéncia e analise de dados (GRUS, 2019).

Definida a ferramenta, metodologias devem ser aplicadas para o processamento
de imagens. A limiarizacdo, também conhecida como thresholding ou binarizacao, é uma
operacao critica no processamento de imagens digitais, uma vez que é fundamental para
a deteccdo dos contornos dos objetos e sua extragcdo favorecendo a andlise de dados
(ZONTA et al., 2018). A quantificacdo das unidades formadoras de coldnia pode ser feita
através das limiarizacéo e identificacdo de pontos, ap0s a aplicacao de parametros a serem

definidos.






4. RESULTADOS

Dados os objetivos deste projeto, o trabalho foi dividido em 4 grandes partes.
Inicialmente, realizou-se a coleta de dados bibliograficos e foi feita a revisdo de
bibliografia. Em seguida, foram escolhidas as imagens dentre um banco de dados da
prépria autora. Estudou-se o OpenCV e desenvolveu o primeiro esbo¢o do protétipo,
juntamente ao seu design. Por fim, foram testadas as imagens, parametros para melhoria
da ferramenta e entdo feita a andlise critica da ferramenta.

4.1 SELECAO DE IMAGENS E DEFINICAO DE UFC

Em seu arquivo pessoal, a autora encontrou 120 fotografias de placas de petri
(figura 1) com unidades formadoras de coldnia, as quais poderiam servir para uma anélise
inicialmente de contagem manual destas e, posteriormente, como base para testes da
ferramenta de automatizacdo. No entanto, ap6s avaliacdo visual das imagens, foram
separadas 10 imagens que poderiam ser lidas pela ferramenta a ser trabalhada, pois
possuiam uma angulacdo e iluminacdo adequada para serem testadas, j& que uma boa
imagens € um fator fundamental para a visdo e andlise computacional. Deve modo,
definiu-se um numero amostral de 12 imagens pré-selecionadas para a analise da

ferramenta, sendo duas imagens selecionada na plataforma Getty Images®.

No geral, 4 placas de meio de cultura azul foram separadas, sendo uma positiva
(com coldnias), outra para modelo negativo (contaminada) e duas outras para tratamento
de imagem para binarizacdo (preto e branco). Também foram selecionadas 6 imagens do
meio mais utilizado para culturas diversas, o BHI (Brain Heart Infusion). Também foram
selecionadas uma imagem padrdo com fundo preto e uma padrdo com fundo branco para

teste (ver figura 1).



Figura 1 — Imagens separadas para teste de contagem de UFC.
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Fonte: Proprio autor.

A listagem das imagens e seus respectivos resultados de UFC pela contagem
manual ficaram definidas como:
A) Imagem de placa padréo positivo - fundo preto = 32 UFC;
B) Foto para padrdo negativo — placa azul contaminada = incontavel;
C) Foto de placa de petri azul positivo (col6nias em preto) = mais de 100 UFC;
D) Foto de placa petri de BHI 1 = 48 UFC;
E) Foto de placa petri de BHI 2 = 15 UFC;
F) Foto de placa petri de BHI 3 = 26 UFC;
G) Foto de placa petri de BHI 4 = 12 UFC;
H) Foto de placa petri de BHI 5 = 8 UFC,;
I) Foto de placa petri de BHI 6 = 28 UFC;
J) Foto de placa petri de meio azul tratada 1 = mais de 300 UFC,;
K) Foto de placa petri de meio azul tratada 2 = mais de 300 UFC;
L) Imagem padréo de fundo branco = 60 UFC.

4.2 DELINEAMENTO DE PROTOTIPO PARA APLICATIVO DE
CONTAGEM DE UFC

Inicialmente, foram realizados diversos testes de comandos simples para

conhecimento da plataforma OpenCV. Em seguida, deu-se inicio a elaboracéo do codigo

para leitura e processamento de imagens, aplicando 4 ferramentas principais: Importacéo



de imagens de pasta fixada no google drive; Suavizacao pela mediana e modificacdo da
imagem colorida em tons de cinza (figura 2); Limiarizacdo gaussiana adaptativa (figura
3) e; Identificacdo e contagem dos pontos correspondentes as unidades formadoras de
colénia — UFC (figura 4).

Para prototipacdo, foi utilizada a imagem A padrdo positivo com fundo preto.
Nesta placa, considera-se o numero de colonias correto como sendo 32 UFC, pela
contagem padrédo ouro (manual).

Assim, deu-se inicio aos testes para a automatizacdo de contagem de col6nias.
Primeiramente foi feita a suavizacdo pela mediacdo (ANTONELLO, 2017, pag. 32) e

conversédo da imagem colorida de fundo preto para tons de cinza (figura 2).

Figura 2 — Imagem de padrdo positivo apés aplicagdo de codigo para modificacdo de cor (cinza).
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Fonte: Proprio autor.
Como pode ser observado, a imagem padrdo possui alta resolucdo e espacamento
entre as colonias, favorecendo a aplicacdo da ferramenta. Prosseguindo com a
limiarizagcdo gaussiana aplicada (figura 3), pode-se observar todas as colénias em um

modelo de facil codificagdo, demonstrado abaixo.

Figura 3 — Imagem de padrao positivo apos aplicacdo de limiarizagdo gaussiana adaptativa.

Fonte: Proprio autor.



No entanto, apesar do sucesso na etapa de limiarizacdo, é possivel ver que as
colbnias da borda da placa ndo sdo bem delimitadas, podendo ocasionar erros de leitura
e analise. Em seguida, aplicou-se o cédigo de identificacdo e contagem (figura 4).

Figura 4 — Imagem de padré&o positivo com leitura e identificacdo de pontos para contagem de UFC.
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Fonte: Préprio autor.

Nesta contagem, utilizou-se 0s parametros considerados essenciais para a
contagem, sendo eles: minimo de distancia entre os pontos (minimo 1), minimo de raio
(minimo 1) e maximo de raio (50). Também testou-se parametros de minimo e maximo
de area e desvio padrdo. Como pode ser visualizado acima, as col6nias aderidas aos cantos
da placa de petri ndo foram contabilizadas. Ademais, col6nias de menor raio e aderidas a
outras também ndo puderam ser lidas pela aplicacdo da ferramenta. O protétipo de
contador de col6nias identificou na imagem padrdo apenas 19 colénias ao final.

Devido a falta de homogeneidade das coldnias, a ferramenta ndo obteve sucesso
na analise da imagem padr&o, com uma diferenca de mais de 40% entre a contagem real
e 0 teste de automatizacéo.

Ademais, ap0s prosseguir com os testes de identificagdo com as outras imagens
selecionadas, ndo pode-se obter resultados devido a falha na leitura inicial da fotos, ja que
estas ndo atendiam ao minimo de resolucéo lido pelo cddigo (anexo 1) e plataforma
utilizadas.

Deste modo, considerou-se que a ferramenta desenvolvida ndo obteve sucesso
mesmo apds a modificagdo dos pardmetro citados, testando a modificagdo do raio minimo
(0,1 - 10), raio maximo (10 — 100) e distancia entre as colonias (0,1 — 10), isoladamente
e em conjunto, ndo havendo mudangas significativas ou ainda reduzindo o desempenho

da ferramenta.



4.3 DESENVOLVIMENTO DE DESIGN INICIAL DE APLICATIVO

Seguindo-se com o planejamento foi desenhado, em ferramenta virtual no modo
de apresentacdo, o pre-projeto do aplicativo para contagem de UFC, denominado como
“Cont-C”. O design objetivou ser de simples manuseio e atrativo visualmente, obtendo
uma interface com os dados de caso usuario, gerando um banco de dados. O projeto de
aplicativo esbogou as telas iniciais de aplicativos convencionais, no qual o individuo faz
seu cadastro e acessa as ferramentas da plataforma, podendo fotografar no momento ou
baixar as imagens através do aplicativo (figura 5). Em seguida, o software
automaticamente faz a identificacdo e analise da imagem e converte os dados em uma
resposta numérica, apresentando a quantidade de Unidades Formadoras de Colbnia

encontradas e gerando um histérico (figura 6).

Figura 5 — Esboco de telas iniciais do aplicativo Cont-C para contagem de UFC.

Cont-C _>Dodos Pessoais ®
CONTADOR DE > Banco de dados _
COLGNIAS > Contador de Colénias Circulo de alinhamento

” Tirar fotos
> Importar fotos

Esqueceu o senha?

Acessar galeria

Tirar foto

Primeiro acesso? Cadastre-se aqul

Cont-C

Fonte: Préprio autor.

Figura 6 — Esboco de telas de fotografia e identificacéo de coldnias, juntamente ao historico de contagem.

Contando colénias...

: HISTORICO

1- Foto : 60 colénias

Fonte: Préprio autor.



5. DISCUSSAO

E inegavel a importancia da microbiologia nos dias atuais. Os recentes avangos
nas areas de salde e produtos potencialmente benéficos a salde por muitas vezes
utilizam-se de analises como o cultivo e contagem de Unidades Formadoras de Col6nia
(BAENA, MANSO E FOSBERG, 2021; CHEN E WEN, 2022). Como constatada por
esta autora em pesquisa propria, a analise manual de contagem de col6nias em placas de
petri é exaustiva e esta sujeita a erros.

Ferramentas estdo em constante desenvolvimento, no entanto, as melhores
tecnologias disponiveis atualmente tém um custo elevado. Pesquisas voltadas ao estudo
de formas simplificadas e acessiveis fazem-se de grande importancia para auxiliar em
pesquisas e trabalhos futuros.

Semelhante ao projeto desenvolvido neste trabalho, em seu estudo, Zonta et al,
2018 inicialmente fotografou as placas de petri cultivadas com uma camera digital e,
entdo, utilizou a biblioteca de processamento de imagens OpenCV verséao 3.0, aplicando
a funcdo cv2.cvtColor (imagem, cv2.COLOR_BGR2GRAY) para converter as imagens
das placas de petri em escala de cinza e filtrando com a fun¢do cv2.pyrMeanShiftFiltering
(img-cinza) - pois esta operacédo faz com que pixels vizinhos com valores muito proximos
pertencam a um mesmo grupo e todos assumem o valor da média entre eles,
proporcionando um efeito visual de homogeneizacdo e remocdo parcial dos ruidos.
Considera-se que a utilizacdo de camera digital pode influenciar significativamente na
leitura das imagens, como foi possivel visualizar neste trabalho, no qual apenas a imagem
de alta resolucéo adquirida foi lida pelo cédigo trabalhado.

Foi perceptivel que as imagens selecionadas, apesar do enquadramento e
luminosidade estarem dentro dos pardmetros considerados aceitaveis inicialmente, ndo
atendem aos requisitos minimos necessarios para leitura de imagem no software OpenCV.
Além disso, a aplicacdo da modificacdo de cor inicial também pode prejudicar a leitura,
devendo para isso fazer a equalizacdo da imagem. No entanto, Antonello, 2017 diz que €
possivel que ocorram distorcGes e alteracBes nas cores da imagem equalizada. Em
contraposicdo, a equalizacdo pode destacar detalhes na imagem, favorecendo a
identificacdo de objetos, ou, no caso deste projeto, a identificacdo de coldnias.

Araujo et al, 2017 também utilizou o software OpenCV para o pré-processamento
de imagens, sendo feito ajuste de brilho e, em seguida, a reducdo de ruidos atraves da

aplicacdo de filtros que fazem a correlagéo entre pixels vizinhos.



Comparando-se a proposta do estudo, considera-se adequado o estudo de mais de
uma plataforma e linguagem de codificacdo para testes de prot6tipos de aplicativo para
contagem de colonias, principalmente para avaliacdo de ferramentas diferentes para o
mesmo proposito, objetivando encontrar um sistema de prototipagem mais eficiente e
simplificado. Velier et al, 2019 destaca, em seu estudo sobre ensaios UFC, melhores
critérios de desempenho de contagem de UFC com o sistema STEMvision™, inclusive
sendo mais satisfatério que o padrdo ouro atual, o método manual, reduzindo os
coeficientes de variacdo de repetibilidade, variabilidade inter-operador e precisdo
intermediaria. Esta plataforma recém-disponivel pode representar uma opcao
interessante, melhorando significativamente o desempenho das analises.

Ja com relacdo ao processamento da contagem de coldnias, Santana, 2018 fez uso
de algoritmo por meio de sistema de visdo computacional, sendo o algoritmo
desenvolvido utilizando-se o software MatLab (Matrix Laboratory), um software que faz
calculos com matrizes utilizando uma linguagem de programacédo de alto desempenho,
no qual foram encontrados resultados satisfatorios e expressos em UFC/cm2, os quais
comparados ao método padrdo ouro apresentaram correlacdo e concordancia aceitaveis
em métodos diagndsticos.

Em contraste, Aradjo et al, 2017 aplicou a classe SimpleBlobDetector, na qual
definiram-se pardmetros minimos e maximos de area, convexidade e inércia para que as
colbnias fossem encontradas e destacadas com circulos vermelhos, em que a contagem
das formacdes ja reconhecidas foi feita através do método Size, pertencente a classe
SimpleBlobDetector.

Santana, 2018 utilizou a contagem manual de colonias (padrdo ouro) em
comparagdo aos resultados gerados pelo software para garantir que seus resultados
fossem consistentes. Esta seria também a proposta deste projeto, caso a leitura a analise
de imagens fosse satisfatoria.

Wizbicki e Battisti, 2014 consideram que para que se consiga identificar imagens
com precisao relativa ao olho humano, se faz necessério a aplicacdo de diferentes formas
matematicas e algoritmos um tanto complexos. Assim, além da dificuldade encontrada na
qualidade de imagens e limitacdes da biblioteca, o conhecimento tedrico acerca de
ferramentas complexas de visdo computacional se faz necessario. Consideramos portanto
0 tempo deste estudo um fator limitante para sua aplicacdo pratica, ja que a autora ndo

possuia todos 0s conhecimentos técnicos que o protdtipo necessitava.



Desse modo, considerando o modelo apresentado de codigo e as imagens
disponiveis para a proposta de aplicativo, considera-se que a ferramenta desenvolvida
para prototipo ndo atendeu aos requisitos minimos de contagem, demonstrando-se
insuficiente. No entanto, esta codificacdo simples, pode ser estudada e trabalhada, junto
a melhores imagens de placas de petri com colbnias para sua aplicacdo em um aplicativo
simples e pratico, que atenda as necessidades dos pesquisadores da area microbioldgica
no Brasil.



6. CRONOGRAMA FINAL

CRONOGRAMA DE EXECUCAO

MES DE EXECUCAO

ATIVIDADE o] N D J F M A M J J A
U (0] E A E A B A U u G
T \ Z N \Y R R | N L 0
1 -
Levantamento de dados X X X
2 - Revisao de
literatura X X X X X X X X X X X
3 - Pesquisa e
elabqrggao inicial de X X X X X X
protétipo
4 - Relatério
parcial X X X
5 - Testes de
viabilidade do prot6tipo X X X
6 - Correcédo de
prototipo X
7 - Elaborac¢édo
de relatério  final,
manuscrito e X X X X

apresentacdo
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8. ANEXOS
ANEXO 1- Saida de cddigo simplificado inicial de testes

**PROTOTIPO DE AUTOMATIZAGCAO DE CONTAGEM DE UFC**

Célula de texto <pJaUv4vldRmd>
#%% [markdown]
*Inicialmente deve-se colocar o caminho da pastas com os arquivos de imagem a ser utilizados:*

Célula de cédigo <L8aKqzc-2TdG>
#3% [code]

import pandas as pd

import matplotlib.pyplot as plt
import os

from PIL import Image

import numpy as np

import cv2 as cv

path = '/content/drive/MyDrive/Computador/IC Danilo app/Programacdo Colab/Imagens UFC' # COLOCAR O CAMINHO DA PASTA CONTENDO
files_list = os.listdir(path)
rint(files_list)
Saida da execucdo a partir de 31 de ago. de 2022 21:
0KB
Stream
['Photos-001.zip', 'WhatsApp Image 2022-04-08 at 20.36.13.jpeg']

S NO GOOGLE DRIVE

Célula de texto <Pm0AabUxdkSe>
#3% [markdown]
*Dentro desta pasta, escolher qual a imagem a ser analisada (através de seu numero de lista):*

Célula de codigo <TKGBLCFQ2Xsb>

#3% [code]
flle_ = os.path.join(path, flles_llst[l]) # COLHA UMA DAS IMAGENS
file_ = '/content/drive/MyDrive/Computador/IC Danilo app/Programacdo Colab/Imagens UFC/WhatsApp Image 2022-04-08 at 20.36.13.jpeg’

Célula de texto <ac6UIZ0sd5d6>
#3% [markdown]
*Binarizagdo:*

Célula de codigo <iohaPo482zMn>

2% [code]

img = cv.imread(file_,0)

img = cv.medianBlur (img, 5)

cimg = cv.cvtColor (img, cv.COLOR_GRAY2BGR)

plt.imshow(img, 'gray')
plt.show ()
Saida da execucdo a partir de 31 de ago. de 2022 21
36KB
text/plain
<Figure size 432x288 with 1 Axes>

Célula de texto <7ZvwrjMFeCZG>
#3% [markdown]
*Limiarizacdo:*

Célula de cédigo <VcUVSRgx2h-9>
#%% [code]
th_mean = cv.adaptiveThreshold (img, 255,cv.ADAPTIVE THRESH_MEAN_C,\
n cv.THRESH_BINARY,11,2) - - -
th_gaussian = cv.adaptiveThreshold (img,255,cv.ADAPTIVE_THRESH_GAUSSIAN_C,\
cv.THRESH_BINARY,11,2)
titles = ['Adaptive Mean Thresholding', 'Adaptive Gaussian Thresholding']
images = [th_mean, th_gaussian]
for i in range(2):
plt.subplot(1,2,i+1),plt.imshow(images[i], 'gray')
plt.title(titles([i])
plt.xticks([]),plt.yticks([])
plt.show ()
Saida da execucdo a partir de 31 de ago. de 2022 21:
59KB
text/plain
<Figure size 432x288 with 2 Axes>

Célula de texto <Kzodjx-Resyj>
#%% [markdown]
*Identificacdo:*

Célula de cédigo <qebAKPLDmXSk>
#%% [code]
melhor_separador = th_mean # th_gaussian

Célula de codigo <YkcvBtJo2pRm>
[code]
cimg = cv.cvtColor (img, CV.COLOF{?GRAYQBGR)

circles = cv.HoughCircles(
melhor_separador,
cv.HOUGH_GRADIENT,
dp=1, # PARAMETROS A EXPLORAR
minDist=1, # PARAMETROS A EXPLORAR
paraml=40, # PARAMETROS A EXPLORAR
param2=30, # PARAMETROS A EXPLORAR
minRadius=1, # PARAMETROS A EXPLORAR
maxRadius=50 # PARAMETROS A EXPLORAR

circles = np.uintl6(np.around(circles))
for i in circles[0,:]:
cv.circle(cimg, (1[0],1[1]),1[2], (0,2

20),2)
cv.circle(cimg, (1[0],i[11),2, (0,0,255),3)
plt.imshow (cimg)
plt.show ()
Saida da execucdo a partir de 31 de ago. de 2022 21:20
44KB
text/plain

<Figure size 432x288 with 1 Axes>

Célula de texto <2Xo94_cXbMpK>
#%% [markdown]
QUANTIDADE TOTAL DE UFC (UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA) :

Célula de codigo <eAiF-ETo3ALe>
#%% [code]
contagem = len(circles([0])
print (contagem)
Saida da execugdo a partir de 31 de ago. de 2022 21
O0KB

Stream

19

Célula de texto <LQeYkoDLbb42>

#3% [markdown]

*Pode acontecer de algumas colénias ndo uniformes ou desfocadas ndo serem contabilizadas. Caspo isto occ Deve-se avaliar corretamente o meio e o tipo de
microrganismos a ser avaliado e, dessa forma, aplicar o correto tratamento a cada tipo de identificacdo (bactérias ou fungos). Além disso, pode ser
eficiente fazer a aplicacdo do inéculo tomando-se o cuidado de ndo deixar que este chegue muito préximo as bordas da placa.*




