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Resumo
Mensurar o crescimento de microrganismos é de grande importância na microbiologia. A metodologia para avali-ação de crescimento, embora simples, possui algumas desvantagens, como ser um processo repetitivo, demandarelevado tempo, e sobretudo, seus resultados dependerem da observação do analista e tratarem crescimentosirregulares de forma subjetiva. Desta forma, objetivou-se desenvolver e validar uma aplicação que visa auxiliar naquantificação de áreas em microbiologia por meio de imagens digitais, a fim de disponibilizar uma alternativaao método convencional. PAImagem foi desenvolvido para intermediar o processamento de imagens tomadasem condições controladas, com pontos referenciais, de modo a compensar a perspectiva e determinar escala.O utilitário foi concebido a partir de um design dirigido por objetivos, com critérios de qualidade da InterfaceHumano-Computador. A validação da ferramenta deu-se a partir do acompanhamento do crescimento do fungo
Glomerella cingulata, realizado manualmente e pela captura de imagens. Dados foram adquiridos a cada 24h por 14dias, avaliando condições normais e adversas de crescimento. Através do coeficiente de Pearson, foi observadauma elevada correlação (R=0,99) entre a área calculada pela medida por régua e a verificada pelo PAImagem.A presente ferramenta mostrou ser de grande validade para o uso em pesquisas envolvendo microrganismos,otimizando o tempo de ensaios em laboratórios.
Palavras-Chave: Crescimento microbiológico; Estimativa de área em imagem; Processamento de imagem
Abstract
Measuring microbial growth is a major subject in microbiology. The growth measurement methodology, althoughsimple, has some disadvantages, such as being a repetitive process, requiring prolonged times, and above all,its results depend on the analyst’s observation, and irregular growths are approached subjectively. In this way,the objective was to develop and validate an application that aims to assist in the quantification of areas inmicrobiology through digital images, in order to provide an alternative to the conventional method. PAImagemwas developed to assist the processing of images taken under controlled conditions, with reference points, inorder to compensate the perspective and determine scale. The tool was conceived from a design directed byobjectives, with Human-Computer Interface quality criteria. The validation of this tool was based on monitoringthe growth of Glomerella cingulata fungus, carried out with manual measurement and image capture. Data wereacquired every 24 hours for 14 days, assessing normal and adverse growth conditions. Through the Pearsoncoefficient, a high correlation (R = 0.99) was observed between the area calculated from the measurement usinga ruler, and the one verified by PAImagem. The present tool proved to be of great value for use in researchesinvolving microorganisms, optimizing the time of trials in laboratories.
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1 Introdução
Determinar a suscetibilidade e capacidade de cresci-mento de microrganismos mediante diferentes parâme-tros e exposição a compostos é de grande importânciana microbiologia, não apenas para o entendimento daresposta dos microrganismos frente a compostos e con-dições específicas (Satapathy and Beura, 2019, Wanget al., 2019, Ebrahimzadeh and Abrinbana, 2019, Cáce-res Candia, 2020, Kim et al., 2010, Zhang et al., 2017),mas também para investigar o desenvolvimento de re-sistência (Ghini and Kimati, 2000, Leroch et al., 2011,Hu et al., 2016)

Existem vários métodos para determinar a capaci-dade de crescimento e a suscetibilidade antimicrobi-ana, incluindo difusão em disco, diluição em ágar oumicro-diluição em caldo (Balouiri et al., 2016). Todasessas técnicas são executadas em condições padroniza-das (meios, temperaturas, tempos de incubação, entreoutras), a fim de obter resultados interpretáveis, repro-dutíveis e comparáveis.
Para avaliar o crescimento micelial ou da área deinibição por disco-difusão, uma amostra do microrga-nismo, de tamanho uniforme, é inserida na placa de Pe-tri para crescer em ambiente controlado. Para avaliar ocrescimento, o monitoramento é comumente feito pelaanálise visual, por meio de mensurações utilizando-sede régua ou paquímetro, desta forma, acompanhandoperiodicamente o desenvolvimento do microrganismo(Martins et al., 2015, Kai et al., 2019). Esta técnicatem baixíssimo custo de material, não sendo necessá-rio extrair amostras das placas, pré-tratamentos ouprocedimentos analíticos, não requerendo reagentes,equipamentos ou sensores sofisticados. Também nãoexiste a necessidade de contato físico com o patógeno,evitando contaminações. Porém, apesar do processo deacompanhamento ser simples, existem certas desvan-tagens de ordem prática (Kai et al., 2019), enumeradas:
i. Em pesquisa, o número de amostras cultivadassimultaneamente, de maneira geral, é alto, dada a ne-cessidade de repetições para validação estatística dosdados. O acompanhamento de um número elevadode amostras torna o processo repetitivo e tedioso;ii. A demanda de tempo para ponderação das áreasem placas será proporcional ao número de amostras,o que exige disponibilidade de tempo;iii. Os microrganismos, em algumas condições, po-dem levar ciclos de desenvolvimentos longos até atin-girem o crescimento máximo suportado pela placa,fazendo com que as atividades se tornem cansativas;iv. A avaliação dos dados coletados demanda tempo,sendo que, em determinadas situações, caso hou-vesse a pronta visualização dos dados adquiridos,seria possível a correção de desvios ou adequação docenário de uma investigação, diminuindo custos etempo;v. A aferição de zonas de inibição ou crescimentopode ser altamente dependente do observador, sendopossível obter resultados distintos pela simples trocado analista, seja pela experiência ou característicaspessoais;

vi. Muitos microrganismos desenvolvem áreas decrescimento irregulares, o que dificulta muito a me-dição e a torna mais subjetiva.
Sendo assim, este trabalho apresenta o desenvolvi-mento e validação de uma aplicação que visa auxiliar aquantificação de áreas em microbiologia por meio deimagens digitais. Tal trabalho é de grande valor napesquisa de microrganismos, sendo uma alternativarápida e eficaz à medição tradicional, via medição comréguas ou paquímetros.

2 Trabalhos relacionados
Existem alguns aplicativos com usabilidades similaresou relacionadas às implementadas no aplicativo PAI-magem. A fim de clarificar as funcionalidades, pontospositivos e negativos de cada uma das ferramentas sãoapresentados, de forma comparativa quando cabível:

i. AFSoft: utilitário gratuito, disponível para Win-dows, concebido para a determinação de área foliar.Assim como o PAImagem, pode ser utilizado em ou-tras áreas, porém, não suporta o ajuste automáticoda perspectiva, sendo necessária a realização de pré-tratamento das imagens e calibração manual paracada imagem ou lote;ii. CellProfiler: aplicação gratuita, para Windows eMacOS, criada para análise quantitativa em imagensbiológicas. Apesar da alta aplicabilidade e recursosdisponíveis, a ferramenta foi desenvolvida para lidar,principalmente, com imagens geradas a partir deaparatos específicos, o que dificulta a utilização defotografias não padronizadas;iii. ImageJ: utilitário gratuito, disponível para MacOS,Linux e Windows. Mais do que um utilitário, trata-se de uma biblioteca bastante completa de processa-mento de imagens que, apesar de realizar inúmerasoperações, necessita que o usuário possua um ele-vado nível de conhecimento técnico para a utilização,já que o algoritmo de identificação é determinadomanualmente;iv. OpenCFU: ferramenta gratuita, com interface sim-ples e amigável, disponível em versões para Linuxe Windows. Embora também processe imagens deplacas de microbiologia, o intuito principal da fer-ramenta OpenCFU é a identificação de pontos decontraste, de forma a automatizar a contagem deunidades formadoras de colônia.
Muito embora existam ferramentas com finalidadeparecida, nenhuma delas apresenta as característicasdo PAImagem em relação à flexibilidade na obtençãodas imagens, uma vez que o próprio usuário, atravésdo processo interativo, irá realizar as definições ne-cessárias para o funcionamento da ferramenta, semrequerimento de padronização da orientação, distânciae perspectiva na obtenção das fotografias, e de formaindependente do dispositivo de captura de imagens.

http://www.cnpdia.embrapa.br/downloads/afsoft/
https://cellprofiler.org/
https://imagej.nih.gov/ij/index.html
http://opencfu.sourceforge.net/
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3 Implementação

A aplicação PAImagem foi desenvolvida utilizando alinguagem de programação Java. Foi primariamentedirecionada para a plataforma Windows, mas pelo ca-ráter da linguagem, há a possibilidade de ser portadopara outras plataformas. A ferramenta tem dependên-cia de uma biblioteca de terceiros amplamente usadapara software de visão computacional e aprendizado demáquina, chamada OpenCV (OpenCV, 2019), que possuivários algoritmos para manipulação de imagens. Alémdisso, o PAImagem usa a biblioteca Apache POI (ApacheSoftware Foundation, 2020), que permite a exportaçãodos resultados em planilhas no formato do MicrosoftExcel.
A concepção do programa deu-se através do designdirigido por objetivos, em que o analista projeta umasolução que auxilie usuários para que atinjam seus ob-jetivos, atendendo os requisitos técnicos e de negócio.A elaboração da interface foi desenvolvida tendo emvista critérios ergonômicos, com o emprego da Lei deHick-Hyman e Lei de Fitts (Seow, 2005), além de levarem conta os princípios da psicologia cognitiva.
As imagens utilizadas como fonte de dados para oprograma podem ser capturadas com qualquer dispo-sitivo de câmera, seja câmera digital, smartphone outablet. Não existe uma padronização específica para acoleta das imagens, o único requerimento é que hajaum quadro demarcado por quatro pontos referenci-ais simétricos e de distância entre centros conhecida,usualmente circulares (mas não necessariamente). Ospontos referenciais servem tanto para o dimensiona-mento da área em unidades físicas de grandeza (cm2),como para a transformação geométrica da perspectiva.Em relação à luminosidade na obtenção das imagens,embora a uniformidade não seja uma exigência, é in-teressante do ponto de vista da homogeneidade dasamostras para o processamento em lotes, tornando ouso das configurações mais amplo.
Existem quatro conceitos principais dentro do PAI-

magem: Área de interesse, Filtro de processamento, Ar-
ranjo de recorte e Configuração. Uma Área de interesse é arepresentação de um segmento retangular ou elíptico,vinculado a um referencial absoluto ou relativo, quedeve ser considerado individualmente pelo programa,identificado por uma cor e nome customizáveis. Já o
Filtro de processamento é um intervalo entre cores comuma opção de tolerância que, quando no momento doprocessamento da imagem, será utilizado para deter-minar a área que deve ser computada. O Arranjo de re-
corte é a configuração de quatro áreas identificáveis nasimagens, usualmente circulares, determinados por umintervalo de cor preferencialmente estreito e de distân-cia entre centros conhecida. Finalmente, a Configuraçãocorresponde ao conjunto de informações necessáriaspara a realização de uma análise, incluindo o formatode identificação, opções de ajuste de imagens (rotação,redimensionamento e efeito de luminosidade), o seu
Arranjo de recorte, Áreas de interesse e Filtros de processa-
mento.

3.1 Determinação do Arranjo de recorte

Durante o processo interativo, no momento em que ousuário inicia a elaboração de uma nova Configuraçãoutilizando um arquivo de imagem, além da determina-ção das preferências em relação ao processamento dasimagens, ele deve criar um Arranjo de recorte. A partirdeste arranjo, será realizado o corte da área interna dosdelimitadores, o que além de estreitar o processamentoà área útil, permite a correção da perspectiva (Fig. 2),no caso de utilização de fotografias obtidas de formaangulada em relação à superfície das placas.A transformação geométrica de quatro pontos se dáatravés de um processamento pixel a pixel, em que érealizada a deformação da grade e mapeamento destapara a imagem de destino, ou seja, para cada pixel daimagem de destino, são computas as coordenadas docorrespondente pixel "doador" na imagem de origem.A determinação do Arranjo de recorte envolve a deter-minação das distâncias entre os centros das figuras,chamadas delimitadores na solução de IHC (InterfaceHumano-Computador), e seleção de um intervalo decores que permita a sua caracterização. A Fig. 4 re-presenta o momento em que o usuário, após a deter-minação do intervalo de cores, visualiza a resposta daaplicação pelo destaque das áreas encontradas e seuspontos centrais, bem como uma tabela com suas áreaspara que, no caso de interferência, possa seja aplicadauma restrição por área mínima.No instante em que a aplicação encontra quatro pon-tos distintos que permitem a realização do recorte, ousuário é informado e a etapa de elaboração do Arranjo
de recorte é concluída.
3.2 Criação de Filtros de processamento

No momento em que a interação passa a contar comum Arranjo de recorte válido, a imagem referência nainterface passa a ser o resultado do processo da correçãoda perspectiva, e as funcionalidades de manipulação de
Filtros de processamento são habilitadas dentro do editorde Configurações.O diálogo da edição de configuração passa a apre-sentar a imagem já cortada e sem perspectiva (Fig. 2),conforme os atributos selecionados no diálogo da deter-minação do Arranjo de recorte (ou delimitadores), comoilustrado na Fig. 3. Nesta mesma imagem, é possívelvisualizar diversas entidades representando os filtrosde cor, ilustrados pelos quadros coloridos que caracteri-zam os intervalos de cores, localizadas na parte inferiorda coluna à esquerda.A determinação do intervalo de cores para cada umdos Filtros de processamento é realizada de forma inte-rativa, sendo o usuário apresentado à imagem de re-ferência com um "alvo" que deve ser arrastado como ponteiro do mouse sobre as áreas com as cores quesão de interesse para o intervalo sendo determinado. O"alvo" apresenta um zoom local, como uma espécie delupa, para que permita um posicionamento preciso docentro. Ao atingir uma área de pertinente ao filtro, ousuário aciona o botão "Adicionar" ou pressiona a teclade ação no teclado (Enter) tendo o botão em foco. Os
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Figura 1: Tela inicial da aplicação PAImagem

limites superiores e inferiores de cores são computa-dos pela aplicação a partir do conjunto de valores decores dos pontos selecionados, acrescidos da margemdeterminada pelo valor definido como "tolerância".
3.3 Processamento

Dentro da tela da edição da configuração (Fig. 3), naparte superior direita, o usuário tem a possibilidade derealizar o processamento para cálculo da área total (ope-ração binária OR) do conjunto de Filtros de processamento,da mesma maneira que seria realizado pela tela inicial(Fig. 1), porém com um outro nível de detalhamento nametalinguagem, servindo assim, para o usuário validaro andamento da elaboração da Configuração durante oprocesso interativo.
Quando existem Áreas de interesse determinadas pelousuário, o processamento realizado dentro da interfacede edição da Configuração irá resultar em uma tabela

com os dados computados para cada uma das Áreas de
interesse, como ilustrado na Fig. 5. Repare que, a parteda área da máscara (imagem binária representando a re-gião de interesse) computada pelo somatório dos Filtros
de processamento (detalhado na Seção 3.3.1), é determi-nado o raio do círculo desenhado na figura da coluna"Recorte", estimado automaticamente quando a más-cara possui um formato arredondado. A informação doraio, embora útil, deve ser utilizada com cautela, umavez que o círculo envolve a área da máscara pelo seu ex-terior, ou seja, caso sejam comparados, no mesmo tipode métrica e unidade, tenderá a apresentar um valormaior e menos preciso do que a área ponderada pelosfiltros (máscara). Logicamente, no caso de formaçõesirregulares, somente a área possui utilidade e, nessescasos, não é possível a determinação do raio do círculopelo programa.

Figura 2: Ilustração da correção da perspectiva baseada nos centros dos delimitadores
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Figura 3: Interface de edição de Configuração, apresentando uma Área de interesse central, delimitada por umcírculo em vermelho, e diversos Filtros de processamento
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Figura 4: Tela de configuração dos delimitadores do Arranjo de recorte, destacando em vermelho as áreasdelimitadoras

Figura 5: Diálogo apresentando os dados computados pelo processamento das Áreas de interesse determinadaspelo usuário
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3.3.1 Criação de máscaras e cálculo de área
A criação das máscaras é realizada individualmenteatravés da verificação se cada um dos elementos damatriz (cada um dos pixels da imagem) estão com-preendidos em um intervalo de cor (para cada um dos
Filtros de processamento). O algoritmo emprega a itera-ção da matriz bidimensional de tamanho i por j, atravésda Eq. (1).

Maski,j = lowerb ≤ srci,j ≤ upperb (1)
onde:
Mask é a máscara (matriz de saída do mesmo tamanhode src)
src é a matriz da imagem sendo processada
lowerb é o limite inferior inclusivo (coloração mais es-cura)
upperb é o limite superior inclusivo (coloração maisclara)

Uma vez computadas as máscaras para cada um dosfiltros, é calculada a disjunção lógica em bits por ele-mento, gerando uma silhueta da área total dos filtros.O processo é realizado repetidamente, usando o pro-duto anterior como parâmetro de entrada do próximocálculo. O processo pode ser representado pela Eq. (2):

Dst = src1 ∨ src2 ⇒ Dst = Dst∨ src3 ⇒ · · · ⇒ Dst = Dst∨ srcn(2)onde:
Dst é a máscara resultante da operação binária
src1..n são as máscaras criadas para cada um dos filtrosde processamento

Determinada a máscara resultante, é usado o algo-ritmo de detecção de contornos em imagens binárias(máscaras) de Suzuki et al. (1985), resultando em umvetor de conjuntos de dados que são representaçõesque permitem reproduzir a máscara. Usando cada umdos elementos do vetor, são computadas e somadas asáreas (em pixels) usando o teorema de Green. Final-mente, é estabelecido um fator de conversão entre aárea em pixels e uma medida em centímetros quadra-dos, baseando-se nos dados da Configuração.
3.3.2 Processamento de lotes
O processamento de lotes, realizado a partir da sele-ção de uma pasta ou pasta com um nível de recursãona tela principal da aplicação (Fig. 1), é realizado pelavarredura dos arquivos de imagem válidos (filtradospelas extensões JPEG, JPG, GIF, TIFF, TIF e PNG) no di-retório selecionado pelo usuário, classificando-os emordem alfabética pelo nome do arquivo. A ordem emque é realizada a leitura é a mesma da inserção do dadocomputado, tanto na caixa de texto do andamento doprocessamento, como no arquivo de exportação, quandoselecionado.

3.3.3 Exportação de dados
A exportação dos dados é realizada utilizando a biblio-teca Apache POI (Apache Software Foundation, 2020),no formato do utilitário de planilhas amplamente utili-zado, Microsoft Excel. A parte dos campos de texto enuméricos, contendo as informações de identificaçãodo arquivo e área computada, são também incorporadasimagens dos recortes e máscaras que, mesmo em ver-sões de baixa resolução, permitem uma validação, porparte do usuário, da interpretação da área ponderadapelo programa.
3.4 Persistência

Dentro da aplicação, a realização de persistência deuma Configuração se dá pela gravação em disco de umarquivo XML em uma pasta dedicada, junto ao arquivoexecutável do programa. O arquivo XML é nomeadoconforme a etiqueta de descrição da Configuração, incor-porado um numeral no caso de o arquivo já existir, oucom um valor numérico (a hora do sistema no formato
Unix time em mili segundos) quando a etiqueta estiversem nenhum valor preenchido.Os arquivos XML são intercambiáveis e manual-mente editáveis, embora alguns atributos, pelo carátertécnico, sejam customizáveis muito mais facilmentepela solução de IHC.

4 Validação
Foi realizado um experimento de acompanhamento decrescimento fúngico, a fim de validar a consistênciadas leituras realizadas pela aferição com régua e asrealizadas pelo utilitário PAImagem a partir de imagensobtidas por câmera digital.
4.1 Materiais e métodos

O experimento foi desenvolvido no laboratório de Fi-topatologia do Instituto Federal de Educação, Ciênciae Tecnologia do Rio Grande do Sul - Campus BentoGonçalves (IFRS-BG). O fungo utilizado para a vali-dação foi Glomerella cingulata (IFBG-1406 - SisGen n°A7F3DBF), obtido da Micoteca do Laboratório de Fito-patologia, sendo este o agente causador da podridão dauva madura.Para o crescimento, foi realizado um cultivo em ágarbatata-dextrose (BDA) por 7 dias para a retirada dediscos de micélio com 8 mm de diâmetros. Os mes-mos foram, então, transferidos para o centro de novasplacas de Petri contendo o mesmo meio (BDA). As colô-nias fúngicas foram, então, cultivadas e o diâmetroda colônia foi medido a cada 24 h e em duas direçõesperpendiculares. No mesmo momento em que eramrealizadas as mensurações por régua, as placas de Pe-tri eram fotografadas. O experimento foi consideradoconcluído quando o fungo cresceu por toda a extensãoda placa, tendo o crescimento perdurado um períodode 14 dias e as placas mantidas a 25 ± 2°C em escurocontínuo.
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No mesmo laboratório, foi implantado um mini estú-dio que consistia em uma câmera fotográfica Carl ZeissCyber Shot (Sony) instalada sobre um tripé com colunahorizontal (Manfrotto). As fotografias das placas de Pe-tri contendo o micélio do fungo foram obtidas em fundobranco contendo um plafon de LEDs, sendo demarcadaspor 4 etiquetas circulares com áreas e distâncias entrecentros conhecidas.Condições normais e adversas de crescimento foramsimuladas para a validação, através da incorporação dediferentes antifúngicos e diferentes doses no preparodos meios. Desta forma, foram avaliados 10 diferentescondições com 4 repetições cada. Ao todo, resultaram560 pares de dados (40 pontos experimentais por 14dias) para avaliar a correlação entre a leitura por ré-gua e a calculada pelo PAImagem através da imagem.Um mesmo analista realizou todas as medidas, tantopor régua quanto por imagem. O tempo médio diá-rio para verificação do crescimento por régua relatadopelo analista foi de aproximadamente 90 minutos, en-quanto o tempo de tomada de imagens diário foi deaproximadamente 15 minutos.
4.2 Análise de Correlação

A análise de correlação foi realizada através do coe-ficiente de correlação de Pearson em função da áreacalculada pela medida realizada com régua (a partir dodiâmetro do crescimento, este sendo a média das duasmedidas perpendiculares) e a área de crescimento dofungo computado através da ferramenta PAImagem. Ocoeficiente de correlação de Pearson mede o grau de as-sociação entre duas variáveis numéricas (Benesty et al.,2009, Zhou et al., 2016). Este coeficiente varia de -1 a1, e quanto mais próximo estiver de 1 ou -1, mais forteé a associação. Quanto mais próximo de zero estiver ocoeficiente, mais fraca é a relação entre as duas variá-veis (Instituto Nacional de Metrologia, 2003, Adler andParmryd, 2010). O coeficiente negativo expressa umarelação inversa entre as duas variáveis.As medidas das primeiras 48 h foram desconside-radas para a análise de correlação, uma vez que nãohouve crescimento em nenhuma placa. As análisesforam realizadas no software R versão 3.6.3 (R CoreTeam, 2019). O gráfico foi elaborado utilizando o pacote
ggpubr (Kassambara, 2019).
4.3 Resultados

Foi observada uma alta correlação entre as áreas cal-culadas a partir da medida com régua e as verificadasatravés do software (Fig. 6). O coeficiente de Pearson(R) calculado foi de 0,99, e quanto mais próximo de1 estiver o valor de R, mais forte é a proximidade dasmedidas relacionadas (Zhou et al., 2016).
É válido lembrar que, no caso do experimento reali-zado, o crescimento do micélio fúngico era circular euniforme, o que permitiu a transformação da medidalinear realizada manualmente em uma área, atravésda fórmula da área da circunferência. Destaca-se quea ponderação da área possui grande importância para

R = 0.99 , p < 2.2e-16
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Figura 6: Gráfico de correlação das áreas entremedição manual e pela aplicação

os experimentos envolvendo microrganismos que nãoapresentam um formato de crescimento regular. Es-tudos recentes envolvendo processamento de imagemconcluíram que este tipo de aplicação pode reduzir otempo de análise e elevar a precisão, principalmenteem casos em que o fungo cresce de forma irregular(da Silva et al., 2015, Kai et al., 2018, 2019).

5 Considerações finais

Neste artigo, apresentamos o PAImagem, um aplica-tivo Java projetado para medir zonas de crescimentode microrganismos em imagens de placas capturadascom qualquer dispositivo com câmera, incluindo câ-meras digitais, smartphones e tablets. PAImagem éuma ferramenta focada na experiência do usuário, levee gratuita. Além disso, a validação do software condu-zida neste trabalho demonstra que o PAImagem podeser considerado para uso em experimentos.
Como trabalho adicional, algumas melhorias estãosendo consideradas para flexibilizar o PAImagem, comolidar com antibiogramas e placas de microdiluição, setornando uma alternativa gratuita à soluções de hard-ware e software comerciais. Atualmente, o PAImagepode ser baixado em qualquer PC com Windows e Java8 ou superior instalados, a partir de www.paimagem.org.
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