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RESUMO

METODOS COMPUTACIONAIS PARA O CALCULO NA DENSIDADE
SUPERFICIAL BACTERIANA EM PLACA DE PETRI COMO INDICADOR DE
INFECCAO URINARIA.

Autor: Fernanda Pereira Santana

Orientador: Prof. Dr. Marcelino Monteiro de Andrade
Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia Biomédica
Brasilia, Dezembro de 2018.

O crescimento bacteriano em amostras bioldgicas € analisado por meio da contagem
de colbnias bacterianas que sdo em sua maioria determinadas em Unidades
Formadoras de Col6nias por mililitro (UFC/mL). Todas as técnicas de contagem
atualmente disponiveis acarretam 6nus e dificuldades na padronizacdo do método e
ndo mostraram-se eficazes para contagem de colbénias bacterianas com
caracteristicas de espalhamento. Diante das dificuldades para padronizacdo deste
método, o objetivo desta pesquisa é propor um método semi automatizado, indicador
de infeccao urinaria considerando a area superficial ocupada pelas colénias em placas
de Petri e ndo o volume de amostra inoculada. Foram analisadas amostras que
apresentaram crescimento bacteriano, e adquiridas imagens das placas por meio da
plataforma AUTOBAC. Para a quantificacdo bacteriana foi determinada a éarea
ocupada pelas colénias na superficie da placa de Petri, por meio de processos de
limiarizagdo realizados em um algoritmo desenvolvido no software Matlab. Os
resultados obtidos por este algoritmo, foram satisfatérios e expressos em UFC/cm?, e
quando comparados ao método Gold Standard apresentaram correlacdo e
concordancia aceitaveis em métodos diagnosticos.

Palavras-chave: Contagem de colbnias.; UFC/mL e Limiarizacao



ABSTRACT

COMPUTATIONAL METHODS FOR THE CALCULATION IN BACTERIAL
SURFACE DENSITY IN PLATE OF PETRI AS INDICATOR OF URINARY
INFECTION.

Author: Fernanda Pereira Santana

Privacy Policy | Dr. Marcelino Monteiro de Andrade
Postgraduate Program in Biomedical Engineering
Brasilia, Octuber 2018.

Bacterial growth in biological samples is analyzed by counting bacterial colonies that
are mostly determined in Colony Forming Units per milliliter (CFU / mL). All counting
techniques currently available entail burdens and difficulties in the standardization of
the method and were not effective in counting bacterial colonies with spreading
characteristics. In view of the difficulties to standardize this method, the objective of
this research is to propose a semi automated method, indicative of urinary infection
considering the surface area occupied by the colonies in Petri dishes and not the
inoculated sample volume. Samples that showed bacterial growth were analyzed, and
images of the plates were acquired through the AUTOBAC platform. For the bacterial
guantification the area occupied by the colonies on the surface of the Petri dish was
determined by means of thresholding processes performed in an algorithm developed
in Matlab software. The results obtained by this algorithm were satisfactory and
expressed in CFU / cm2, and when compared to the Gold Standard method, they
showed acceptable correlation and concordance in diagnostic methods

Key-words: Counting of colonies.; CFU/mL and Threshold
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Capitulo 1. Introducédo

1 INTRODUCAO

A infeccdo do trato urinario (ITU) se caracteriza por ser a infeccdo de maior
incidéncia em pacientes que procuram os servi¢cos de saude. As ITUs podem ser de
origem comunitaria ou hospitalar, sendo que a segunda esta amplamente relacionada
a utilizacado de procedimentos invasivos (LIMA et al. 2007).

Para diagnostico de infec¢des do trato urinario utiliza-se a cultura da urina,
visando o crescimento do microrganismo gue esteja relacionado a infeccdo. Apds o
isolamento do microrganismo em meios especificos, considera-se o método de
contagem de colbnias, um método utilizado para quantificacéo de células bacterianas
em amostras biolégicas que serve como fonte de diagnéstico da infec¢céo urinaria.

Dentre os métodos atualmente disponiveis o mais viavel é a contagem direta
em placa considerada Gold standard, que consiste em quantificar colbnias
diretamente na superficie da placa de Petri, considerando-se o volume de amostra
inoculada por alca calibrada, no meio de cultura. A contagem em placa € uma técnica
de dificil padronizacéo, que demanda tempo para ser executada, podendo acarretar
onus e dificuldades de padronizacdo (CAMARGO, 2001).

Considerando-se a importancia da contagem das colonias para o diagndstico
de infec¢Bes do trato urinario e as dificuldades associadas aos métodos disponiveis,
o desenvolvimento de métodos automatizados mostrou-se necessario para otimizar o
processo. A literatura apresenta alguns métodos automatizados de contagem
bacteriana por digitalizacdo de imagens, executados por sistemas de visdo
computacional. Dentre eles estdo o Template matching associado ao Hough circles e
um sistema de contagem desenvolvido utilizando LEDs para iluminagéo e tratamento
de imagem por limiarizacdo (PISTORI & PISTORI, 2003).

Os resultados da contagem de colbnias bacterianas sdo comumente expressos
em UFC/mL, para os quais considera-se o volume de amostra inoculado no meio de
cultura. Porém esse processo esbarra em problemas como a falta de padronizacao
das técnicas disponiveis levando a uma subjetividade dos resultados, além da
dificuldade para quantificagdo bacteriana em amostras que apresentem colénias com
caracteristicas de espalhamento (MASCHIETO, 2001). Propde-se entdo um meétodo
de quantificacdo padronizado, que considera a éarea ocupada pelas colonias

bacterianas na superficie de uma placa de Petri, no qual os resultados seréo
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expressos em UFC/cm?.

Neste trabalho foi aplicada a plataforma AUTOBAC, um projeto desenvolvido
com a colaboracdo do Laboratério de Instrumentacdo e Processamento de Imagens
e Sinais (LIPIS), localizado na Faculdade UnB Gama (FGA). O AUTOBAC € um
prototipo, composto por um sistema computacional embarcado para realizagdo de
leitura automética, e possui uma plataforma acoplada de aquisicdo de imagens
digitais. E dividido em aquisicdo, iluminacdo e integracdo eletrbnica onde as
aguisicdes sao realizadas sem a necessidade de desktop ou notebook.

A plataforma AUTOBAC foi validada em trabalho proposto por Costa (2014),
para a identificagdo da regido de inibicdo e de rotulos alfanuméricos, de antibioticos
posicionados em antibiogramas por disco-difusdo, e em trabalho desenvolvido por
Arvelos (2015), para aquisicdo de imagens de antibiograma por Disco difusédo, para
reconhecimento das regifes de inibicdo e, respectivos, rotulos alfa numéricos. E foi
aplicada neste trabalho para a aquisicdo de imagens digitais de placas de Petri, que
apresentaram algum crescimento bacteriano.

O objetivo desse trabalho € semi automatizar na plataforma AUTOBAC, o
procedimento de contagem de colbnias bacterianas, um parametro indicador de
infeccdo urinaria. Conceber uma metodologia computacional para a quantificacdo das
colonias bacterianas. Nesse contexto foi implementado um algoritmo por meio de
sistema de visdo computacional, esse algoritmo foi desenvolvido utilizando-se o
software MatLab (Matrix Laboratory). O MatLab € um software que faz calculos com
matrizes utilizando uma linguagem de programacdo de alto desempenho para
computacdo técnica, € um software utilizado facilmente para realizar célculos
especificos (SANTOS, 2005)

Dentro do algoritmo desenvolvido foi realizada a contagem automatica das
colonias a partir de imagens de placas de Petri capturadas pela plataforma AUTOBAC.
O processo de segmentacao, para distinguir regides de interesse de uma imagem,
pode ser realizado por binarizacdo, que consiste na determinacdo de um limiar que
sera o valor da escala de cinza, diferenciando o objeto do fundo da imagem (ARAUJO
et al. 2017).
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2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo é apresentada a revisdo de literatura das referéncias levantadas
e utilizadas nesse trabalho. A pesquisa foi realizada por meio de buscas em fontes
especializadas como: PubMed, BVSalud, LILACS (Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude), MEDLINE (Literatura Internacional em Ciéncias da
Saude), SciELO (Scientific Electronic Library Online). Os tipos de estudos
selecionados foram: Revisdes sistematicas obtidas a partir da combinacdo dos
seguintes unitermos: microbiologia, infeccdo urinaria, urocultura, contagem de
colonias e limiarizagéo.

As pesquisas com os termos “infec¢do urinaria” retornou 105 documentos, dos
quais 7 foram selecionados e 2 sdo descritos a seguir por sua relevancia para o tema
proposto. No ano de 2004, a Sociedade Brasileira de Infectologia e a Sociedade
Brasileira de Urologia, elaboraram um documento utilizado até os dias atuais como
referéncia, esse documento apresenta de forma sucinta e didatica as diretrizes
fundamentais para o diagnostico laboratorial das infec¢cdes do trato urinario e foi
utilizado neste trabalho como referéncia, por conter instrucdes bem definidas para o
diagndstico das ITUs.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria disponibiliza em seu portal de
Educacdo e pesquisa, manuais e notas técnicas relacionadas ao diagnostico e
epidemiologia da infec¢éo urinaria, dentre os documentos selecionados esta o Manual
de Principais Sindromes Infecciosas, (2004), que apresenta um conjunto de defini¢cdes
e instrucBes que devem ser seguidas por laboratérios clinicos.

A pesquisa com as palavras-chave “contagem de colénias” retornou 8 artigos
dos quais 3 foram selecionados. Em trabalho realizado por Silva (2002), foram
descritos os métodos disponiveis para contagem de colbnias, fazendo uma
comparacao entre a técnica de tubos mdultiplos e a técnica de contagem em placas.
Esse estudo mostra que os resultados obtidos pela técnica de tubos multiplos ndo
podem ser expressos em Unidades Formadoras de Colénias (UFC), pois é um método
estatistico determinado por meio de tabelas e em sua maioria apresenta resultados
maiores que os resultados da contagem em placa.

O CLSI (Clinical Laboratory Standard Methods) que promove o

desenvolvimento e uso de padrdes e diretrizes de consenso laboratorial, disponibilizou
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para dominio publico o documento “Urinalysis and collection, transportation, and
preservation of urine, specimens; Approved Guideline”, que discorre sobre a coleta,
transporte e avaliacdo de amostras de urina. Esse documento padroniza o
procedimento de contagem de colbnias em placas de Petri, sugerindo que para
realizar contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC), considere-se a diluicdo
adotada para posteriormente obter-se o numero de bactérias viaveis por mililitro
determinando assim a quantidade de unidades formadoras de colbnia por mililitro
(UFC/mL).

A pesquisa de CESARIL et al. (2016), “Verificacdo das condi¢cdes higiénico-
sanitarias de panificadoras em Francisco Beltrdo, PR”, apresenta os critérios
satisfatorios para crescimento bacteriano em superficies, o qual define resultados
satisfatérios até 50 UFC/cm?. Este critério foi adotado como referéncia, para todas as
andlises em UFC/cm? realizadas neste trabalho.

A pesquisa com a palavra-chave “Limiarizagao” retornou 14 trabalhos, dos
quais 3 foram selecionados por terem relevancia sobre “Processamento e
digitalizacdo de imagens para contagem de colénias”. Em trabalho desenvolvido por
de Araujo et al. (2017), implementou-se uma aplicacdo, que realiza o processo de
contagem automatica de coldnias bacterianas por meio de digitalizagdo de imagens e
visdo computacional por meio da interface de um software. As imagens foram
submetidas a processos de segmentacao utilizando o método de limiarizacédo bimodal
de Otsu.

No trabalho desenvolvido por Pinheiro et al. (2013), implementou-se um
algoritmo utilizando as técnicas de Template matching, para determinar todas as
sobreposicdes possiveis entre as duas imagens, e hough circles. O algoritmo valeu-
se de calculos trigonométricos apenas quando localiza o pixel com valor 255 na borda
de algum objeto, como as col6nias bacterianas podem apresentar-se em circulos de
tamanhos variados, ndo é possivel utlizar raio fixo para determinacdo da
circunferéncia da colénia. No presente estudo, ficou evidente que o método de
Template matching associado a técnica de hough circles apresentou melhor
desempenho para contagem das colénias que a técnica de Template matching
isolada, isso deve-se ao fato de alguns interferentes como regides de aglomeracao
das col6nias bacterianas e reflexo nas bordas das placas de Petri, além da melhora
na iluminacao para aumentar a qualidade de captacédo das imagens.

No trabalho de Osowsky e Gamba (2001), foi desenvolvido um método de
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contagem de colbnias por meio de um algoritmo de processamento digital. Foi
implementado um prot6tipo composto por um sistema de iluminagdo com LEDs e
camera CCD que possibilita uma alta qualidade na aquisicdo das imagens das
colénias, para realizacdo da contagem de UFCs foi desenvolvido um algoritmo de
etiquetagem recursivo para contar objetos de coloragdo branca em uma imagem
binaria. Concluiu-se desse estudo que o sistema automético para contagem de
colénias por meio do desenvolvimento de um algoritmo mostra que um sistema de
iluminacéo simples e compacto com LEDs pode alcancar resultados excelentes, com
alta reprodutibilidade e velocidade pois o célculo da média de mais de 10 imagens
adquiridas n&o alterou o resultado final, com um tempo de contagem estimado de 10
segundos.

Foram descartados artigos que nao tratavam diretamente do diagnéstico de

infec¢des urinarias que € o enfoque deste trabalho.

2.1 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Este trabalho esta organizado em seis capitulos, incluindo este capitulo. No
capitulo dois, é apresentada uma revisdo da literatura, objetivando a compreenséao
das tecnologias, conceitos, e padrfes utilizados disponiveis para a contagem de
colonias bacterianas. Logo, séo abordados os seguintes temas: (i) Urocultura, (ii) ITU;
(iii) Contagem de coldnias; (iv): UFC/cm?, UFC/mL (v) AUTOBAC e (vi). Limiarizacéo.

O capitulo trés detalha a fundamentacado tedrica, utilizada como base para

realizacdo desse estudo.

O capitulo quatro descreve a metodologia aplicada para todos os processos
neste estudo.

O capitulo cinco descreve todos os resultados obtidos nesse estudo, desde as

contagens realizadas em UFC/mL e UFC/cm? e seus erros associados.

Por fim o capitulo seis, discute os pontos de maior importancia envolvendo o

tema deste estudo e apresenta as conclusdes finais do trabalho.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo é apresentado a fundamentagéo tedrica, utilizada para embasar

por meio de ideias todos 0s aspectos tedricos relacionados a esta pesquisa.

3.1 MICROBIOLOGIA NO AUXILIO DIAGNOSTICO

A microbiologia é um ramo da biologia que estuda a morfologia, a fisiologia e a
taxonomia dos seres microscopicos. Os microrganismos raramente encontram-se
isolados no meio ambiente, em geral estdo misturados e se desenvolvem quando
submetidos a condi¢des ideais, dentre as técnicas utilizadas em microbiologia o
cultivo, em meio sélido utilizando nutrientes essenciais para o crescimento bacteriano,
€ a técnica mais tradicional. Em muitas situacdes € necessario identificar e quantificar
0S microrganismos presentes em determinados meios (ALVES, 2006).

A microbiologia tem um papel essencial no diagnéstico de doencas que
acometem a populacdo, neste contexto varios 6rgaos e entidades tem estabelecido
padrées para as analises microbiologicas, principalmente nos procedimentos de
qguantificacdo bacteriana (ANVISA, 2013). A contagem de colbnias é adotada como
técnica auxiliar no diagnéstico de infec¢des do trato respiratério, infecgdes de corrente
sanguinea e infec¢Bes urinarias. Essa Ultima é a mais frequente portanto sera o

enfoque deste trabalho.
3.1.1 Diagnéstico de infec¢gdes do trato urinéario

A infeccdo do trato urinario (ITU), € uma das patologias mais comumente
diagnosticadas e que exige conduta clinica adequada, para garantir um tratamento
correto e eficaz. Define-se como ITU aquelas que acometem o trato urinario alto
(pielonefrite) ou o trato urinario baixo (cistite) (MAFRA et al., 2014). O diagnoéstico da
infecgd@o urinaria é realizado através da analise da urina, 0 método mais eficaz para
realizacdo dessa analise € a urocultura, uma técnica quantitativa que auxilia no
diagnostico das infec¢des do trato urinério.

A obtencao de resultados confiaveis depende diretamente das instru¢des de
coleta, afim de evitar contaminagdes com a microbiota uretral, o que pode influenciar

diretamente no resultado do exame (Sociedade Brasileira de Infectologia e Sociedade
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Brasileira de Urologia, 2004).
Segundo TORTORA et.al ( 2017), os patdgenos mais comuns causadores de
infeccdo urinaria sdo as enterobactérias, microrganismos colonizadores do trato

gastrointestinal, que se duplicam em média a cada vinte minutos.

3.1.2 Contagem de colGnias

Apbs o isolamento do microrganismo em meios especificos, considera-se a
contagem de colénias, um método utilizado para quantificacdo de células bacterianas
em amostras biologicas, que serve como fonte de diagndstico da infeccao urinaria.

Hoje sd@o conhecidos dois critérios para avaliagdo da existéncia de infeccéo
urinéria, baseado na contagem de colbnias, o critério de Kass (1956), que considera
como ITU amostras com contagem de colénia >100.000 UFC/mL e o critério de Stamm
(1982), que considera ITU amostras com contagem de colénias >100 UFC/mL, a
utilizacdo de qualquer dos critérios € adotada pelo laboratorista (CAMARGO et al.
,2001).

A comparacdao dos critérios de contagem bacteriana disponiveis e a analise de
sensibilidade e especificidade realizada para esses métodos, pode ser observada na
Tabela 1.

Tabela 1 Comparacdo de métodos de contagem de colbnias para ITU

Pesquisador Urina Sensibilidade Especificidade
Stamm (1982) >100 coliformes/mL 0.95 0.85
Kass (1956) >100.000 coliformes/mL 0.51 0.99

Nota. Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2004). Manual de Principais Sindromes
Infecciosas. Médulo |.

Em laboratérios clinicos considera-se como infectadas aquelas amostras que
apresentarem um crescimento acima de 100.000UFC/mL (ANVISA, 2004).

Os Resultados de contagem de colonias estabelecidos pela Associacao
Americana de Saude Publica, sdo interpretados considerando trés contagens gerais
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para classificar potenciais infeccdes que possam estar associadas ao crescimento
bacteriano conforme a Tabela 2.

Tabela 2: Determinacdo quantitativa das colénias bacterianas

Contagem UFC/mL Interpretacao
0 a 9.000 Contaminacao
10.000 a 90.000 Infeccéo potencial
>100.000 Infeccdo estabelecida

Nota. Fonte: SATO, 2008. Companhia de tecnologia de saneamento ambiental. Sdo Paulo.

As técnicas atualmente disponiveis para quantificacdo bacteriana sao;
Contagem direta em placa, Contagem manual por contador automatico e a Técnica

do Numero mais Provavel de Microrganismos (NMP).

A técnica de contagem direta em placa, exige um tempo de incubacéo de 24h
para o aparecimento de col6nias visiveis na placa. Tal método considera que cada
colbnia é originaria de uma Unica célula, os resultados dessa contagem sao expressos
em unidades formadoras de colénia (UFC). Para o sucesso dessa técnica é
necessario que um numero limitado de 30 a 300 coldnias cresca sobre a placa, pois

quando h& uma saturacéo de bactérias a contagem é dificultada (TORTORA, 2017).

O plagueamento em meio sélido consiste em preparar uma solucao e realizar
diluicdes seriadas dessa amostra, essas diluicbes sdo posteriormente semeadas em
placas de Petri com meios de cultura soélidos e incubadas em temperatura adequada
afim de propiciar o crescimento bacteriano de colonias isoladas. O plaqueamento em
meio solido pode ser realizado em superficie ou em profundidade, tanto o
plagueamento em profundidade quanto o plaqueamento em superficie sdo métodos
gue demandam tempo de incubacéo e condi¢gdes ideais para o crescimento bacteriano
(CLSI, 2016).

A contagem utilizando o aparelho contador de col6nias consiste em posicionar
sobre a bacia de sustentacdo do aparelho a placa de &gar previamente incubada em
condicoes ideais para o crescimento dos microrganismos até as colbnias individuais

aparecerem, em seguida ilumina-se a placa, marcando o niumero de colonias na placa
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conforme a Figura 1.

Figura 1: Aparelho Contador de colénias com placa de Petri na bacia de sustentacao

O método utilizado € realizado a olho nu e demanda tempo, no entanto é a
forma mais acessivel de realizar a contagem das col6nias bacterianas nos laboratorios
de microbiologia clinica (DAMASCENO, 2011).

A técnica de tubos multiplos também conhecida como técnica do nimero mais
provavel (NMP), é uma técnica indireta, que segundo PEELER et.al. (1992), é
estimada por resultados relatados como positivo ou negativo em diluicbes decimais
de uma amostra. Ao contrario da contagem em placa a NMP ndo fornece medidas
diretas de contagem bacteriana, os resultados ndo podem expressar unidades
formadoras de col6nias (UFC), pois € determinado por meio de tabelas como a da
Associagdo Brasileira de normas técnicas ABNT. Este método € estatistico e
geralmente apresenta resultados maiores que os resultados da contagem em placa
(SILVA, 2002).

Para quantificar as colbnias bacterianas crescidas em placas de Petri,
recomenda-se a utilizacdo de alca calibrada para inoculacdo do volume ideal da
amostra no meio de cultura. Segundo o Manual de Principais Sindromes Infecciosas
— ANVISA (2004), o calibre da alca utilizada na semeadura pode ser definido de
acordo com a origem da amostra de urina a ser analisada, como pode ser observado

na Tabela 3.
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Tabela 3-Volume de amostra inoculado por alga calibrada em amostra de urina:

Amostra 0,001 mlou 1 pl 0,01 ml ou 10 pl
Urina de Jato médio X
Urina coletada de Cateter X
Urina de Puncao supra pubica X

Nota. Fonte: Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2004). Manual de Principais Sindromes

Infecciosas. Médulo I.

O acompanhamento do crescimento bacteriano durante a realizacdo da
urocultura é primordial para obter resultados confiaveis. Um crescimento demasiado,
ou seja, a realizacdo de uma leitura tardia, aumenta consideravelmente a contagem

de colbnias, levando a resultados de uroculturas falso-positivas (SBPC, 2014).

CINETICA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

O entendimento do crescimento bacteriano faz se necesséario para correta
execucao e avaliacdo do processo de tratamento de amostras bioldgicas. As bactérias
multiplicam-se de forma assexual por fissdo binaria ou cissiparidade, dessa forma,
durante um intervalo de tempo denominado (Tempo de geragdo) ocorre a
multiplicacéo bacteriana. O tempo de multiplicacéo das células varia de acordo com a
espécie analisada ou a fase de crescimento, a maioria das bactérias apresentam
crescimento apos uma a trés horas.

A curva de crescimento bacteriano apresenta quatro fases distintas, séo elas:
Fase Lag onde ha intenso metabolismo porém sem multiplicacdo, Fase Log onde
ocorre divisbes constantes das células, Fase Estacionaria ocorre a diminuicdo da
geracdo de novas células e Fase de declinio na qual a populagédo diminui e algumas
bactérias sdo capazes de manter-se viaveis por um longo periodo de tempo
(NASCIMENTO, 2009).

A cinética do crescimento bacteriano € descrita na Figura 2.
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Figura 2: Curva de crescimento bacteriano. (Nascimento, 2009).

Durante a fase pré analitica, verifica-se uma significativa variacdo das
condicdes utilizadas no preparo da amostra, basicamente o meio de cultura, a diluicdo
do in6culo, a temperatura e o tempo de incubagdo sdo essenciais para que a

contagem das colbnias ndo exceda os valores aceitaveis.

3.1.3 Morfologia bacteriana

Mesmo obedecendo ao tempo de incubacgéo e leitura da amostra, em alguns
casos as colbnias crescem de forma desordenada e com sobreposi¢cdes umas sobre
as outras na placa. A morfologia das colénias bacterianas € influenciada pelo tipo de
meio e condi¢cdes de crescimento a que as bactérias sdo submetidas, para uma boa
contagem € importante que as colbnias crescam separadas sobre a placa de Petri
para isso € importante a padronizacao da semeadura.

Em alguns casos, as caracteristicas das bactérias influenciam diretamente na
forma como as colbnias crescem sobre a placa de Petri. Alguns microrganismos
produzem a capsula mucéide polissacaridica (Antigeno K), que tem a funcéo de
protecdo contra a fagocitose por granulécitos, e contra a acéo de fatores bactericidas
do soro humano, e conferem caracteristica mucdéide as colénias como pode ser
observado na Figura 3 (SANTOS, 2007).
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Figura 3: Coldnias de Klebsiella pneumoniae, com caracteristicas de espalhamento

sobre superficie de agar Mac Conkey em placa de Petri.

Colbnias que apresentam caracteristica de espalhamento sdo o maior desafio

para a automatizacao do processo de contagem.

3.2. TECNICAS DE PROCESSAMENTO DE IMAGENS PARA QUANTIFICACAO DE
UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

3.2.1 Processamento de imagens

O processamento de imagens consiste em transformar uma imagem
sucessivamente a fim de extrair uma informacéo de interesse. Analises quantitativas
e interpretacdo da imagem sao utilizadas atualmente como apoio para diversas areas
cientificas. Na microbiologia o processamento de imagens também tem sido aplicado,
predominantemente para quantificacdo de colbnias bacterianas. A padronizacao
desse processo para garantir a precisdo de resultados, tem sido o principal objetivo
de pesquisa nessa area.

A deteccdo de pixel, a limiarizacdo e o reconhecimento de padrfes sdo 0s
fundamentos basicos para o processamento de imagem. Uma imagem é formada por
pixels dispostos em linhas e colunas sendo representada por uma matriz onde cada
pixel tem uma cor. O pixel é detectado quando houver uma diferenca entre 0 mesmo

e o nivel de cinza de uma mascara de convolucdo, como a descrita na Figura 4.
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Figura 4: Mascara para deteccao de pixels isolados.

Dentro do processamento de imagens aplica-se ainda a limiarizacdo ou
Thresholding, uma técnica simples que consiste na identificacdo de picos modais em
um histograma e utiliza a intensidade do pixel como separador. Essa técnica tem sido
empregada inclusive na automatizacdo da contagem de colbnias por ter a capacidade
de selecdo automatica, mesmo que caracteristicas da imagem possam variar dentro
de uma faixa de intensidade (ESQUEF, 2003).

As técnicas de reconhecimento de padrdes referem-se a qualquer elemento
que possa ser definido quantitativamente ainda que sujeito a variagbes, o
reconhecimento de um padrdo pode ser feito por diferenciacéo ou por classificacdo ou
ainda utilizando ambos. S&o utilizados descritores para caracterizar o objeto, cada
descritor adequa-se a determinado aspecto, seja ele: cor, forma ou dimensé&o
(AZEVEDO et al, 2007).

Considerando-se a importancia da contagem de colénias no diagnéstico de
infeccdes, novas tecnologias incluindo as técnicas de reconhecimento de padrdes tém
sido descritas na literatura, com a finalidade de automatizacdo do processo. No
trabalho desenvolvido por PINHEIRO et.al (2013), desenvolveu-se um algoritmo
utilizando as técnicas de Template matching e hough circles.

A técnica de Template matching consiste em calcular a correlacdo entre a
imagem analisada e um template, afim de determinar todas as sobreposi¢cOes
possiveis entre as duas imagens (PISTORI & PISTORI, 2003). E possivel observar o
processamento de imagens das col6nias bacterianas onde utilizou-se 0 espago hough

na Figura 5.
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Figura 5: Processamento das imagens de colbnias bacterianas. (a) Imagem original

das colbnias, (b) Imagem pré processada (c) Espaco de Hough (d) Colénias
detectadas apds tratamento da imagem (PINHEIRO et.al, 2013).

O algoritmo vale-se de célculos trigopnométricos apenas quando localiza o pixel
com valor 255 (representa imagem binaria) na borda de algum objeto, como as
colonias bacterianas podem apresentar-se em circulos de tamanhos variados, néo €
possivel utilizar raio fixo para determinacao da circunferéncia da colonia.

Observou-se através do F-Score obtido no estudo que o desempenho da
técnica Hough Circles é excelente quando aplicado em imagens com regifes
circulares bem definidas, porém ndo € eficiente em regides que apresentam
aglomeracao (PINHEIRO et.al, 2013).

No trabalho de Osowsky e Gamba (2001), foi desenvolvido um método de
contagem de colbnias por meio de um algoritmo de processamento digital,
implementado em um prototipo composto por um sistema de iluminacdo com LEDs e
camera CCD que possibilita uma alta qualidade na aquisicdo das imagens. As
imagens das colbnias foram adquiridas e apés calculadas as médias utilizou-se o
método de background subtraction para separar as colonias de bactérias das imagens
restantes.

Para realizagdo da contagem de UFCs, foi desenvolvido um algoritmo de
etiquetagem recursivo para contar objetos de coloracdo branca em uma imagem

binaria que pode ser observada na Figura 6.
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Figura 6: Imagem pré processada obtida apds a aplicacdo de uma mascara sobre a

imagem; b) Imagem resultante da aplicacdo do algoritmo de subtracédo de fundo na
imagem da Figura (a); c) Resultado apds o processo de limiarizacao (limiar igual a 12)
e remocéo da falsa borda gerada. (OSOWSKY E GAMBA, 2001).

A técnica de limiarizacdo adotada permitiu que, independentemente da cor do
meio de cultura, a definicdo da cor do fundo da imagem sera sempre a mesma, o0 que
garante a similaridade entre as imagens igual ao nivel de cinza (preto:0; branco: 255).
Apés todos os testes, concluiu-se que, a presenca de ondulagdes no meio de cultura
e falta de uniformidade na distribuicdo da amostra na placa de Petri sdo fatores que
interferem no desempenho do sistema.

Portanto, para que o processo de contagem proposto funcione, € necessario
gue a distribuicdo da amostra na placa de Petri seja realizada da forma mais uniforme
possivel. (OSOWSKY e GAMBA, 2001).

3.3. PLATAFORMA AUTOBAC

A plataforma AUTOBAC € um sistema de aquisi¢cdo de imagens, desenvolvida
por Costa, (2014) e Arvelos (2015), projetada com o objetivo de adquirir imagens
digitalizadas de placas de Petri, usadas em laboratorios de microbiologia.

O desenvolvimento do sistema AUTOBAC, foi dividido em quatro etapas;
aquisicdo e sistema, iluminacdo e dimensionamento fisico, integracdo eletrbnica e

interacdo plataforma usuério, todas essas etapas podem ser vistas no organograma
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apresentado na Figura 7.

Sitema de aquisicao de

imagens
I
[ I I ]
e : . Integracao Interacao
Aquisicao lluminagao grag ¢
Eletronica Usuario

Figura 7: Organograma da subdivisédo do sistema AUTOBAC (ARVELOS, 2015.
adaptado).

Na etapa de aquisicao, o foco principal foi realizar a aquisicdo de imagens com
qualidade, para tal foi necessério garantir a nitidez e boa iluminacdo. A aquisicdo é
realizada por um sistema controlado, no qual a luz ndo depende do ambiente e a
posicdo da camera ndo depende do usuario.

Para garantir a qualidade dos processos oram levantados alguns requisitos,
como a definicdo da cAmera, o dimensionamento fisico do prot6tipo e a iluminagéo.

Foi implementada na plataforma uma camera HP Webcam HD-4110, com foco
automatico, e para a iluminacao do sistema foram adaptadas fitas de LEDs orientados
alimentadas com 12V, nas paredes e na base do prot6tipo.

Aligacao dos LEDs foifeita em série com pedacos de varios tamanhos para que
cobrisse todo o fundo em dois conjuntos, para que a corrente fosse dividida, como

pode ser observado na Figura 8.
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Figura 8: Vista interna do prototipo AUTOBAC com fitas de LEDs orientados nas
paredes e parte inferior.(ARVELOS, 2015)

O sistema permite ainda que dispositivos sejam conectados a qualquer tempo,
para realizacdo de manutencdo ou para a transmissdo das imagens adquiridas O
protétipo foi desenvolvido para receber placas de diversos tamanhos, para tal, foi
construido e impresso em impressora 3D uma gaveta adaptavel a qualquer tipo de

placa disponivel para utilizacdo em laboratorios.

Foi desenvolvido um software em python para a aquisicdo de imagens pela
plataforma. Esse software inicializa junto ao Raspberry Pi e tem a funcdo de fazer a
aguisicao, salvar e desligar o sistema. Na implementacdo da nuvem e transmissao de
dados foi implantado o POST no sistema, com esse método, uma nova gama de
funcionalidades pode ser feita, desde comunicacdo entre varios Autobacs a um
Mapeamento Nacional de ag¢&o de antibioticos.

Na Figura 9, observa-se o fluxograma do prototipo associado ao software, €

possivel observar a interface final visualizada pelo usuario.
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Figura 9: Fluxograma de funcionamento do projeto AUTOBAC (ARVELOS, 2015).

O protétipo final contou com um sistema integrado de placas de alimentacao e

conexdo com Raspberry Pi, que podem ser vistos na Figura 10.

Figura 10: Prototipo final com sistema eletrénico integrado, a: Placa 1, alimentagéo,
b: Placa 2, conexdo com Raspberry Pi; ¢ Raspberry Pi. (ARVELOS, 2015).
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Como resultado, foi gerado um protétipo fisico com os melhores ajustes
alcancgaveis, ao sistema fisico € necessario um servidor que trabalhe de forma
automatizada e com suporte em nuvem. Para tal, deve-se aplicar técnicas de
processamento de imagem, tanto para a medicdo de halos como para a contagem de
colénias método proposto por este trabalho. Na Figura 11 é possivel observar o Layout
externo do prototipo AUTOBAC.

Figura 11: Vista externa do prot6tipo da AUTOBAC, com placa de Petri posicionada
sobre a gaveta de sustentacdo (ARVELOS, 2015).
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4 METODOLOGIA

Neste capitulo, sdo apresentados os critérios e definicdes para escolha e
coleta das amostras utilizadas, e as técnicas de processamento de imagens e a
metodologia desenvolvida na implementacéo do sistema proposto neste trabalho.
E apresentado ainda o processo de automatizagdo da contagem de unidades

formadoras de col6nia em (cm?), em placas de Petri.

4.1 AMOSTRAGEM

Foi analisado um conjunto de cinquenta amostras que apresentaram algum
crescimento bacteriano em placas de Petri, apés correto tratamento e semeio em
meios de cultura adequados. Para esse grupo foram realizados analise computacional
por meio de software e contagem manual direta em placa e, em seguida, calculado o
valor de erro absoluto, o valor de erro relativo e o valor de erro percentual para cada
amostra. A pesquisa foi realizada no laboratério de patologia clinica do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB).

4.2 SEMEIO E LEITURA DAS AMOSTRAS POR METODO DIRETO EM PLACA

O processamento foi iniciado pelo semeio realizado por técnica de
espalhamento em varredura de 0,001 mL da amostra de urina, em superficie de agar
Cromogénico sobre placas bipartidas e submetidas a incubacdo em estufa
bacteriol6gica a 37 °C por 24h. Sdo semeadas duas amostras em cada lado da placa
de Petri. Apdés a incubacdo as amostras que apresentaram algum crescimento
bacteriano, foram separadas pelo analista do setor e as colbnias quantificadas por

método de contagem direta em placa.

4.3 AQUISICAO DE IMAGENS

Apés procedimento normal de quantificacdo das amostras pelo analista, foi
realizada a aquisicdo das imagens digitais das placas de Petri, utilizando-se a

plataforma AUTOBAC. Essas imagens foram aplicadas para todos 0s processos
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descritos neste trabalho incluindo o desenvolvimento da metodologia de contagem de
colonias semi automatizada, proposta neste trabalho.

Na Figura 12 é possivel observar a imagem de uma placa de Petri adquirida
pelo protétipo AUTOBAC, posicionada na bacia de sustentacdo da plataforma, com a

iluminacdo de LEDs paralelos nas laterais do compartimento.

Figura 12: Imagem de placa de Petri adquirida pela plataforma AUTOBAC, que
apresentou crescimento de coldnias de Escherichia coli (abaixo) e Serratia

marcescens (acima).

4.4 PROCEDIMENTOS PARA DETERMINACAO QUANTITATIVA DE COLONIAS
BACTERIANAS

Apbs a aquisicdo na plataforma AUTOBAC, as imagens foram processadas e
utilizadas para contagem no software ImageJ onde os resultados obtidos foram
comparados ao método Gold Standard de contagem direta em placa e os resultados
foram expressos em (UFC/mL. As imagens foram ainda processadas pelo algoritmo
proposto para a determinacdo de unidades formadoras de col6nia em centimetro
quadrado (UFC/cm?).
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4.4.1 Determinacdo por método direto de Unidades Formadoras de Col6nia por
mililitro (UFC/mL).

A guantificacdo das unidades formadoras de col6nia em mililitro (UFC/mL), foi
primeiramente realizada pelo analista do setor de Microbiologia do laboratério onde
foi realizada esta pesquisa, essa contagem foi considerada como Gold Standard para
todos os processos realizados neste trabalho.

Afim de verificar a viabilidade da contagem direta em placa por meio de
software considerou-se a unidade de medida padrédo (UFC/mL), optou-se entédo pela
aplicacao do software ImageJ®. Esse é um software de dominio publico que utiliza a
linguagem de programacéao Java, uma ferramenta de apoio amplamente utilizada em
pesquisa para processamento de imagens digitais.

Este software permite criar algoritmos e realizar processamento e andlise de

imagens digitais e sua interface pode ser vista na Figura 13.

f Image - x
ﬁr Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
00|04 4] x| Al a|@|O] o=ls| 4] 6] #]a] |»

Scrolling tool (or press space bar and drag)

Figura 13: Interface do software Image J e suas aplica¢ées. (IGNACIO, 2013).

As imagens adquiridas na plataforma AUTOBAC foram abertas no software, e
convertidas de imagem colorida para uma imagem monocromatica, com conversao

para 8 bits, pelo comando (Image> Type> 8-bit).

Foi utilizada a ferramenta de linha reta ao longo do diametro da placa de Petri,
determinando assim uma distancia conhecida. Em seguida a imagem foi escalonada
manualmente usando o comando (Analyze > Set Scale). A distancia em pixel foi
preenchida automaticamente, baseada na distéancia selecionada pela linha reta citada
anteriormente. A opc¢ao global foi utilizada ao dimensionar a primeira imagem e essa

mesma escala foi aplicada para as imagens seguintes.
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Os valores utilizados para o escalonamento da imagem podem ser visualizados na

Figura 14.

_é Set Scale

Distance in pixels:
Known distance:

Pixel aspect ratio:

Unit of length:

568.3098
9.00
1.0

—

Click to Remove Scale I

IV Global

Scale: 63.1455 pixels/cm

OK | Cancel | Help

Figura 14: Conversao de imagem colorida para monocromatica, com conversdo em

8 bits, no software ImageJ®.

O software ImageJ® permitiu que no pré processamentos das imagens fosse
adequada a qualidade dos pixels e na segmentacéo foi possivel escolher a regido de
interesse. A calibracdo da imagem foi necessaria e realizada pelo comando (Adjust >
Threshold, apos a segmentacéo e binarizagdo os pontos e bordas na imagem, foram

detectados e contados como pode ser observado na Figura 15.

a) b) ¢)

Figura 15: Processamento da imagem por limiarizacdo. a) Imagem pré processada;
b) Segmentacgéo da imagem; c) Col6nias detectadas ap0ds tratamento da imagem.
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Segundo o manual de procedimentos béasicos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria (ANVISA), quando utiliza-se a alga calibrada de 0,001mL deve se
considerar que em 1 colénia = 1000 UFC/mL. Portanto para a determinacéo final das
UFCs os resultados obtidos tanto na contagem direta em placa, quanto na contagem

realizada pelo software foram multiplicados por 1000. Logo UFC/mL foi dada por:

UFC — UFC 1000 1)
mL

4.4.2 Quantificacdo de Unidades Formadoras de Coldnia por determinacédo de

area

Na quantificacdo das unidades formadoras de colénia por determinacdo de
area, os resultados foram expressos em (UFC/cm?). O método foi aplicado para 40
amostras que apresentaram crescimento de Escherichia coli, por ser o microrganismo
predominante nas amostras avaliadas (80%). Para determinacéo final das UFCs,
foram calculadas: a area total da superficie da placa de Petri, a &rea ocupada pelas
coloénias sobre essa superficie e a densidade superficial maxima de crescimento

bacteriano sobre uma placa de Petri.

4.4.2.1Determinacao de area total e area ocupada

Inicialmente calculou-se a area total da superficie da placa de Petri, para este
calculo considerou-se as dimensdes da placa efetivamente utilizada para semeio das
amostras (semicirculo). Para obter a area total da placa em (cm?), o diametro igual a
9 cm, foi dividido por dois, assim a &rea do semicirculo foi dada por:

A=Yamrr? (2)

=32 cm?

Onde (r) é o raio. Apos o calculo da area total, inicialmente foi realizado o calculo
para determinacdo da area ocupada pelas colonias na superficie do agar, aplicando-
se novamente o software ImageJ®. As imagens foram abertas no software e

convertidas para 8 bits pelo comando (Image > Type > 8bit). Posteriormente foram
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estabelecidos os valores padréo pelo comando (Analyze > Set Scale), delimitada a
area ocupada pelas colbénias, e o resultado final foi expresso em centimetros
quadrados (cm?). Os resultados de area obtidos pelo software ImageJ® foram
utilizados como parametro de comparacgéao, para validacdo dos resultados obtidos no

algoritmo proposto.

4.4.2.2 Implementagé&o do algoritmo:

Para desenvolvimento do algoritmo de contagem de colonias foram realizadas
12 etapas, que vao desde o mascaramento de pixels da imagem até o resultado final
expresso em UFC/cm?.Todas essas etapas sdo descritas a seguir:
1) Mascaramento de pixels com nivel de intensidade abaixo de 50. A imagem
escolhida para processamento foi a componente Blue da imagem RGB por apresentar
maior contraste. Como foi utilizado um equipamento com iluminagcéo controlada, foi
possivel definir o nivel de intensidade que descreve o fundo preto do aparelho, fixando
em 50 (nivel de intensidade da imagem em cima).

Os pixels de 0 a 50 foram Mascarados para 255 a fim de enfatizar a placa como

poder observado na Figura 16.

Figura 16: Mascaramento de pixels com baixo nivel de intensidade
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2) Em seguida foi realizada uma binarizacédo pelo método de Otsu para segmentar a
regido da placa descrito na Figura 17.

Figura 17: binarizacédo pelo método de Otsu
3) Realizada uma operacao de abertura, seguida de fechamento com elemento
estruturante em formato de disco de 20 pixels. O objeto com maior area foi

considerado a regido de interesse da placa essa etapa do processamento é

apresentada na Figura 18.

Figura 18: Determinacéo da area de interesse na placa de Petri
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4) Foi selecionado um disco com 100 pixels de raio partindo do centro da imagem em
3). O objetivo é segmentar a reta central para realizar um corte da placa, dividindo
entre lado esquerdo e direito. A segmentacdo da imagem teve como objetivo a
separacao da area da superficie da placa de Petri, visto que somente € utilizado um
dos lados para semeio das amostras bioldgicas, a etapa de segmentacdo segue na
Figura 19.

Figura 19: Segmentacdo da imagem para separacao da area da placa de Petri
utilizada para semeio.

5) Sabendo que a linha tem um alto valor de intensidade, foi adotado como limiar de
binarizacdo (98%) do valor maximo de intensidade da imagem descrita em 4). A
limiarizacdo adotada é descrita na Figura 20.

Figura 20: Limiar de intensidade adotado para binarizacao
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6) A imagem resultante foi binarizada, utilizando o método de Canny com o objetivo

de encontrar os contornos dessa imagem, como pode ser observado na Figura 21.

Figura 21: Contornos da Imagem obtidos por método de Canny

7) Em seguida foi realizada a transformada de Hough visando identificar a linha central
que divide a placa conforme a Figura 22.

Figura 22: Transformada de Hough para detecc¢éo de linha central que divide a placa.
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8) A linha central da placa foi selecionada como o elemento de maior pico da
transformada de Hough. O angulo desta linha foi utilizado para rotacionar a imagem e

corta-la no lado esquerdo e direito, conforme a Figura 23.

Figura 23: Seccao da imagem em lado esquerdo e direito.

9) Com posse das duas partes da imagem foi possivel iniciar o processo de célculo
de area. Primeiramente a regido da placa foi segmentada utilizando o método de Otsu,

visto que a imagem é claramente bimodal conforme a Figura 24.

Figura 24: Segmentacdo de imagem bimodal utilizando o método de Otsu

A area da placa foi considerada a maior area, sabe-se que metade da area total
da placa é 32cm?. Logo, para cada imagem, foi calculado o fator de conversdo area
(pixel) para cm?. 10) A imagem resultante foi submetida a um ajuste de contraste
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adaptativo pelo comando (imadjust) do matlab. Tendo em vista que a placa possui um
background praticamente homogéneo, foi utilizado o valor de 75% da média dos pixels
internos da placa como limiar de binarizagdo. A adoc¢ao do valor 75%, foi escolhido
tendo em vista que a col6nia tem sempre niveis de intensidade bem menores do que

a média calculada, essa etapa pode ser vista na Figura 25.

Figura 25: A imagem resultante foi submetida a um ajuste de contraste adaptativo

11) Foi realizada a soma de todas as areas da imagem binarizada em 10 e multiplicado
pelo fator encontrado em 10), resultando na area efetiva das col6nias.
12) Por fim foi realizado o célculo para determinacdo da densidade, para tal foi feita
uma relagcéo entre o crescimento bacteriano maximo sobre a superficie de uma placa
de Petri, de até 300 UFCs e a area total dessa placa 32 cm? (ANVISA, 2010).

O resultado obtido foi aplicado como fator para a determinacao final das UFC
em centimetro quadrado dentro do algoritmo. Neste contexto a densidade bacteriana
foi dada por:

300 UFC
D= -
32 cm

3)

=9,4 UFC/cm?

Finalmente a densidade obtida, foi multiplicada pela area ocupada pelas

colénias na placa de Petri.

UFC/cm? = Dx Ao (4)

Onde Ao ¢ a area ocupada pelas colonias sobre a superficie da placa de Petri.
Apoés o desenvolvimento do algoritmo e realizadas as contagens. Um fluxograma do

desenvolvimento do algoritmo segue na Figura 26.
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Figura 26: Fluxograma de desenvolvimento do Algoritmo de contagem de colonias

bacterianas.
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Foram calculadas a sensibilidade e especificidade do método de contagem por

area

Sensibilidade (s):

s=VP/ (VP + FN) (4)
Especificidade (e):
e =VN/ (VN + FP) (5)
Valor preditivo positivo (VPP):
VPP = VP / (VP + FP) (6)
Valor preditivo negativo (VPN):
VPN = VN / (VN + FN) (7)

Foi analisada ainda a correlacdo por meio do método de Pearson, entre a
contagem manual padrdo ouro e a contagem pelo algoritmo. Para tal, foi calculada a
correlacdo entre a contagem manual realizada por dois especialistas, essa correlagéo
foi utilizada como padréo para avaliacdo da correlacdo entre a contagem manual
padrdo ouro e a contagem pelo algoritmo.

A concordancia entre os dois métodos (UFC/mL e UFC/cm?), foi calculada e
avaliada por meio do método Bland - Altman, com o objetivo de definir se 0 método

proposto € equivalente ao ja utilizado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados obtidos nas avaliagcdes dos

meétodos aplicados para a contagem de coldnias em placas de Petri.

5.1 CONTAGEM DE COLONIAS REALIZADA POR METODO DIRETO EM PLACA E
POR SOFTWARE IMAGEJ®.

Foi realizada contagem, por método direto em placa pelo analista e pelo
software ImageJ®, (Ver Materiais e Métodos, Determinacdo por método direto de
unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL). Uma sintese dos resultados

obtidos para as 50 amostras € apresentada na Figura 27.

Comparagao de método manual direta em placa (Gold
Standard) e Software ImageJ (UFC/mL)

250

200

150

100

50

Contagem de UFC/mL

> 47 49
Amostras avaliadas

H Manual Software

Figura 27: Representacéo grafica de resultados obtidos da contagem de col6nias por
método direto em placa e pelo software ImageJe.

Observou-se que os resultados de contagem, obtidos por método direto, foram
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mais baixos que aqueles obtidos na contagem realizada pelo software ImageJ®, isso
deve-se possivelmente ao processo de limiarizagcdo ao qual a imagem foi submetida,
0 que propiciou uma separacdo mais efetiva das colonias levando a obtencédo de
resultados mais elevados.

Afim de verificar a precisdo da técnica, calculou-se os erros absoluto e
percentual associados as duas técnicas. Para os erros absolutos, observou-se que
em 20 amostras foi superior a 10. As amostras que apresentaram 0s maiores erros
absolutos foram aquelas com o maior nimero de colbnias crescidas sobre a placa,
fator mais uma vez associado ao processo de limiarizagéo ao qual as imagens foram
submetidas. Verificou-se que em 4 amostras os erros absolutos foram superiores a 30
mostrando uma diferenca maior que 30 colbnias entre o valor medido e o valor
esperado.

Para os erros percentuais as médias obtidas foram de 11,17% para amostras
quantificadas manualmente por método direto, e 14,37% para amostras quantificadas
pelo software. Verificou-se que para 19 amostras 0S erros percentuais foram
superiores a 10%, limite aceitavel para medidas biolégicas (ALVES, 2006). Deve-se
ressaltar que o aumento do erro percentual, neste caso, esta associado a adequada
selecéo dos padrdes pelo software que permite uma melhor separacao das col6nias.

Atribuiu-se possivelmente o aumento nos erros percentuais em algumas
amostras a fatores como a falta de padronizacdo no semeio da amostra, essa
despadronizacao resulta em col6nias bacterianas sobrepostas e espalhadas sobre a

placa de Petri, 0 que gera grande dificuldade para quantificacdo em UFC/mL.
5.3 QUANTIFICACAO DE COLONIAS EM UFC/cm?

O Algoritmo proposto foi implementado com o auxilio do software MatLab. A
selecdo de uma regido de interesse na imagem analisada, foi empregada para
melhorar o processo de limiarizagdo melhorando assim o processo de deteccao de
colénias com o uso da transformada de Hough.

A Figura 28 apresenta a imagem de uma placa de Petri com crescimento do
microrganismo Escherichia coli antes e apds o processamento pelo algoritmo. Pode
ser observada na ultima imagem, a area ocupada pelas colbnias bacterianas na

superficie da placa de Petri.
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Figura 28: Etapas de processamento de imagem para determinacdo de area em

amostra com crescimento de Escherichia coli.

O processo de definicdo da regido de interesse consistiu em definir o total da
area em pixels. O emprego do método de Otsu na etapa de limiarizacdo para a
determinacao do limiar, foi relevante visto que em alguns casos o valor encontrado foi
suficiente ndo necessitando da interferéncia externa para definicdo do limiar.

As éareas ocupadas pelas coldnias calculadas pelo software foram em sua
maioria proximas do percentual esperado. Na Figura 28 considerando-se a &rea total
da placa de Petri de 32cm?, obteve-se uma area de 25,507 cm?, essa area condiz
visualmente com as caracteristicas de espalhamento dessa cepa sobre a superficie
inoculada.

Observou-se que para realizacéo do processo de limiarizagdo das imagens no
software, € de extrema importancia, garantir a qualidade na aquisicao das imagens,
logo foi necessario descartar algumas imagens com baixa resolucdo adquiridas pelo
prototipo AUTOBAC. A limiarizacdo ndo apresenta resultados satisfatorios em
imagens com iluminagdo ndo uniforme ou com baixo contraste entre as diversas
regides (LOPES, 2003).

Os resultados obtidos na contagem das amostras de urina que apresentaram
crescimento de Escherichia coli (Ver Materiais e Métodos, Quantificacado de unidades
formadoras de colbnia por determinacéo de area), foram expressos em UFC/cm?.

A contagem final de UFC em centimetro quadrado em 40 amostras, considerou a
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densidade superficial maxima de crescimento bacteriano sobre uma placa e a area
ocupada pelas colbnias nessa superficie. Apés determinadas as unidades formadoras
de col6nia para essas amostras, foi realizada uma comparacao entre os resultados
obtidos no método de contagem direta em placa (UFC/mL) e o método de contagem
sobre superficie (UFC/cm?). Tal comparacdo foi considerada apenas para fins de
classificacdo de amostra infectada. Considerou-se amostras normais aquelas que
apresentaram uma contagem abaixo de 100.000 para (UFC/mL) ou abaixo de 50 para

(UFC/cm?), como pode ser observado na Figura 29.

Comparacéo entre método direto em placa (Gold Standard) e
Algoritmo

280.000
250.000
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300
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150

UFC/cm?
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50

0

Amostras analisadas

... Linha de tendéncia

Figura 29: Representacdo grafica comparativa de resultados obtidos em UFC/mL e
UFC/cm?,
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Para avaliar a correlagdo entre os dois métodos foi utilizado o método de
correlacdo linear de Pearson. Foi obtida uma correlacdo de 0,7 entre a contagem
realizada pelo algoritmo proposto e a contagem padrdo ouro. Esse valor indica uma
correlacdo forte entre os métodos, considerando-se que a correlacdo obtida entre
contagens de dois especialistas foi de 0,8.

Segundo CESARIL et al. (2016), os critérios para crescimento bacteriano em
superficie recomendados, sdo satisfatérios até 50 UFC/cm?. As amostras 4, 5, 22, 27
e 36, apresentaram resultado de contagem dentro do valor aceitavel, essas amostras

também foram consideradas sem infeccédo na contagem realizada em UFC/mL.

Na contagem em UFC/cm? as amostras 3,6,7,14,19 e 21 apresentaram valores
de contagem de 78,136,84,146,101 e 84 respectivamente, esses valores caracterizam
tais como amostras infectadas, considerando-se que apresentaram resultados
superiores aquele aceitavel. Esses resultados foram discrepantes daqueles obtidos
em UFC/mL no qual essas amostras foram consideradas néo infectadas.

As 29 amostras restantes foram consideradas contaminadas por apresentarem
contagens acima de 50 UFC/cm?, e quando comparadas a interpretacéo dada aquelas

amostras quantificadas em UFC/mL, obtiveram classificagdo semelhante.

5.3.1 Calculando Sensibilidade e Especificidade

Para a identificacdo dos verdadeiros positivos dentre o total de positivos nas
amostras quantificadas (verdadeiros positivos e falsos positivos), foram calculadas a
sensibilidade e especificidade do teste, que € considerado negativo (normal) ou

positivo (anormal), e a doencga presente ou ausente.

A sensibilidade é a probabilidade de um teste ser positivo quando ha presenca
de doenca, detectando assim a doenca quando ela realmente est4 presente. A
especificidade é a probabilidade de um teste ser negativo quando a doenca esta
ausente, detectando assim a auséncia da doenca quando ela esta ausente. Os dados
utilizados para os calculos, bem como os resultados obtidos neste teste diagndstico

podem ser consultados na Tabela 4.
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Tabela 4: Relacédo da doenca com o Teste

TESTE

Contagem de colénias UFC/cm?

DOENGA Positivo Negativo Total
Infeccéo Urinéaria
Presente 28 1 29
Ausente 6 5 11
Total 34 6

Nota. Fonte: Préprio Autor. Nota- VP-Verdadeiro positivo; VN- Verdadeiro negativo; FP- Falso positivo;
FN- Falso negativo.

A sensibilidade e a especificidade da contagem de colonias obtidas, foram de
96% e 45%, respectivamente. ApoOs plotados os dados, encontrou-se 0s seguintes
valores: VPP = 82% e VPN = 83%, assim, se o teste cultura de urina for positivo,
existem 82% de chances do paciente realmente ser doente, contra 18% (100-82%) de
chance de ser normal, apesar do resultado ser positivo.

J& se o teste for negativo, existem 83% de chances do paciente ser normal,

contra 17% (100-83%) de chance ser doente, apesar do resultado ser negativo.

5.3.2 Determinacéo de concordéancia entre os métodos

A fim de determinar a concordancia entre os dois métodos considerando-se as
variaveis envolvidas, foi aplicado o método de Bland e Altman para a andlise dos
resultados. Na Tabela 5 séo descritas as médias individuais e as diferencas individuais

obtidas entre as duas medidas.
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Tabela 5: Variaveis médias individuais e diferencas individuais obtidas entre as duas

medidas.

Amostra UFC/cm? UFC/mL Média Diferencas
Amostra 1 215 196 205,5 19
Amostra 2 199 142 170,5 57
Amostra 3 78 41 59,5 37
Amostra 4 31 11 21 20
Amostra s 45 35 40 10
Amostra 6 136 86 111 50
Amostra 7 84 69 76,5 15
Amostra 8 43 102 72,5 -59
Amostra 9 263 192 227,5 71

Amostra 10 240 137 188,5 103
Amostra 11 132 234 183 -102
Amostra 12 229 146 187,5 83
Amostra 13 207 146 176,5 61
Amostra 14 146 73 109,5 73
Amostra 15 234 143 188,5 91
Amostra 16 234 207 220,5 27
Amostra 17 266 215 240,5 51
Amostra 18 168 206 187 -38
Amostra 19 101 97 99 4
Amostra 20 136 125 130,5 11
Amostra 21 84 75 79,5 9
Amostra 22 43 37 40 6
Amostra 23 112 113 112,5 -1
Amostra 24 263 235 249 28
Amostra 25 222 215 218,5 7
Amostra 26 116 123 119,5 -7
Amostra 27 31 30 30,5 1
Amostra 28 130 124 127 6
Amostra 29 131 131 131 0
Amostra 30 229 223 226 6
Amostra 31 207 201 204 6
Amostra 32 105 102 103,5 3
Amostra 33 146 137 141,5 9
Amostra 34 234 215 2245 19
Amostra 35 132 129 130,5 3
Amostra 36 34 33 33,5 1
Amostra 37 234 212 223 22
Amostra 38 266 198 232 68
Amostra 39 168 126 147 42
Amostra 40 110 113 111,5 -3

Nota. Fonte: Proprio Autor
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A Figura 30 mostra a representacao grafica das meédias e diferencas geradas
nos dois métodos, no qual é possivel avaliar a relagdo das discordancias entre as

medidas.

Representagéao grafica de Bland Altman para os dois métodos
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Figura 30: Representacdo grafica que combina a média das duas medidas (Eixo

horizontal) e a diferenga das duas medidas (Eixo vertical).

Neste grafico é possivel visualizar o viés, o erro e as tendéncias. A
repetibilidade foi avaliada, em média a contagem dos métodos referidos foi 20,2
(IC95%). Os limites de +2DP (95% de concordancia) oscilaram entre -56,0 e +96,4.
Os valores da diferenca apresentaram-se bem distribuidos ao longo do eixo X
representado pela média, entre a contagem do algoritmo e a contagem por método

direto, isso representa que as contagens foram eficientes.
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6 CONCLUSAO

Através deste estudo foram realizadas investigacdes envolvendo as técnicas
manuais de contagem de colbnias bacterianas disponiveis, e 0 uso de tecnologias
para a automatizacao desse processo. Essas investigacdes geraram como resultado
a proposta da realizagdo de contagem por um método que considere a densidade
superficial bacteriana em placas de Petri, no qual ndo haja necessidade de contagem
manual direta em placa. Ficou evidente nessa pesquisa que os métodos manuais para
contagem de colbnias, apesar de eficientes, sdo dispendiosos e sem padronizacdo. A
automatizacdo desse processo favorece a contagem e avaliacdo do especialista na
rotina diaria de um laboratorio clinico.

As técnicas para automatizacdo desse processo, propostas na literatura, foram
desenvolvidas utilizando meétodos tradicionais de processamento de imagens, e
apresentaram-se como alternativas viaveis para solucionar alguns problemas
relacionados a contagem manual direta em placa. Porém, esses métodos néo
conseguiram guantificar amostras com col6nias que crescem com caracteristicas de
espalhamento. O processo de contagem final de UFC/mL, estd diretamente
relacionado a distribuicdo da amostra sobre a placa de Petri, essa etapa quando
realizada corretamente, garante que o processo funcione sem interferéncias no
desempenho dos sistemas propostos.

Na comparacgéo entre a contagem realizada em UFC/mL, pelo método Gold
Standard, e a contagem realizada pelo software ImageJ®, observou-se que oS
resultados obtidos pelo software embora mais altos, culminaram em classificacdo de
infeccdo similar aqueles obtidos pelo especialista, possibilitando a determinacao ou
exclusdo de infeccdo urinaria associada aos microrganismos quantificados por essa
técnica.

As amostras com caracteristicas de espalhamento foram as que apresentaram
maior discrepancias entre a contagem manual direta em placa e a contagem realizada
pelo software. As col6nias que apresentam caracteristica de espalhamento sdo o
maior desafio para a automatizacdo do processo de contagem, os métodos
disponiveis nos laboratérios ndo apresentam especificidade pela falta de
padronizacdo na técnica de semeio e contagem, resultando em colbnias bacterianas

sobrepostas, gerando maior dificuldade para quantificagéo.
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O meétodo proposto para contagem de coldnias por determinacdo de area
envolveu o desenvolvimento de um algoritmo capaz de quantificar a area ocupada
pelas colbnias sobre a superficie de uma placa de Petri. A contagem automatica de
unidades formadoras de colbnias bacterianas em placas de Petri realizada por esse
algoritmo contou com o uso da transformada de Hough

O método proposto de contagem de coldonias em superficie UFC/cm?,
apresentou resultados satisfatérios com alta correlacdo e alta concordancia, quando
comparado ao método Gold Standard de contagem direta em placa UFC/mL.
Observou-se que para realizacdo do processo de limiarizacdo das imagens no
software, € de extrema importancia, garantir a qualidade na aquisicao das imagens,
logo foi necessario descartar algumas imagens com baixa resolucao adquiridas pelo
protétipo AUTOBAC.

Para analises manuais recomenda-se um numero de 250 UFC/mL por amostra
e ndo mais do que 300 UFC/mL. Assim o método desenvolvido para analise
automatizada de UFC/cm?, em placas de Petri pode ser empregado em situacées
onde o numero de UFC seja proximo a 300, sem perda de confiabilidade nos
resultados

Verificou-se a viabilidade da quantificacdo de coldnias em UFC/cm?, o0 método
proposto apresentou resultados coerentes e mostrou-se capaz de diminuir problemas
como, a necessidade de contagem direta das colonias na placa de Petri e possibilitou
a quantificacdo das UFCs em amostras com crescimento bacteriano com

caracteristicas de espalhamento.
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Anexos

ANEXO 1

Neste trabalho os microrganismos crescidos nas amostras analisadas, apés
serem submetidas as técnicas de isolamento adequadas, seguem na Figura 30.

Incidéncia de microrganismos em amostras de urina

“.— Enterococcus faecalis

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

H Candida sp. M Enterococcus cloacae L4 Enterococcus faecalis

M Escherichia coli M Klebsiella pneumoniae i Proteus mirabilis

H Pseudomonas Aeruginosa M Serratia marcescens H Staphylococcus aureus

H Staphylococcus epidermidis 14 Streptococcus agalactiae M Streptococcus pneumoniae

M Streptococcus pyogenes

Figura 30: Incidéncia de microrganismos isolados nas amostras de urina analisada

O predominio de Escherichia coli, justifica-se pelo fato de ser dentre os bacilos
Gram negativos, o principal agente etiolégico causador de ITU, seguida em menor
frequéncia por Pseudomonas aeruginosa, ambas isoladas nas amostras analisadas
(LOPES et al., 2012). Dentre as bactérias Gram positivas o agente etiolégico mais
isolado foi o Staphylococcus aureus, um agente colonizador da pele, que quando em
desequilibrio com a flora, pode causar infeccdes em diversos sitios, seguido por
Enterococcus faecalis. Ambos microrganismos destacam-se por sua viruléncia e
capacidade de desenvolverem importantes mecanismos de resisténcia a antibiéticos
como, MRSA (Staphylococcus aureus resistente a Meticilina) e VRE (Enterococcus
spp. resistentes a Vancomicina) (ALVAREZ et al.2010).



