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Abstract 

A computer vision system which extracts and counts the cultured bacteria in a petri dish was developed. The 
system was composed of a B!W CCD camera, a frame grabber, an illumination device, and an IBM PC/AT 
compatible pentium computer. A sequence of image processing algorithms such as automatic thresholding, 
morphology feature se맑lentation ， object labeling and counting was developed. A sample of cultured bacteria 
was compared with a sample of non-cultured bacteria to assign the threshold value automatically. There was 
an average of 7.8% disparity in counting because of the iπegular size of petri dishes and diffraction of light­
ing on the surface of the glass petri dish. Morphological processings such as the image erosion and sub­
traction were developed to separate the overlapped colonies. ηle proposεd morphological sep없ation al­
gorithm worked successfully. To precisely count the cultured bacteria, a sequence of counting algorithms 
were developed. Counting algorithms were performed in three steps. First, the colonies which were smaller 
than the s야cified size were counted and erased from the input image. And colonies were recognìzed using 
the 2x 2 mask. Then, morphological operations were performed to separate the overlapped colonies and count­
ing was executed. The proposed counting algorithm worked perfectly for the thresholded images. 

Key words: computer vision, colony extraction, counting, cultured bacteria, automatic thresholding 

서 론 

농산물 및 농산물 가공품 중에 존재하는 미생물의 

개체 수렐 정확하게 측정하는 것은 품질 유지 및 유통 

과정에서의 식품 안전성 확보라는 측면에서 매우 중 

요하다. 미생물의 개체 수를 측정하기 위한 방법으로 

는 직접 계수에 의한 방법과 간접적인 계수에 의한 방 

법이 있는데 대부분균은 1μ 전후의 미세한생물이브 

로 간접적인 방법에 의해 얻어지는 정보량에는 한계 

가 있으며 이들 각 방법들은 각기 적용상 단점을 가지 

고있다. 

직 접 성 경 법 (Direct Microscopic Counts: Breed 법 )은 

현미경으로 직접 관찰하는 방법으로 간단하고 빠른 

방법이나 측정오차가 크고， 원유내의 세균수가 적을 
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때는 적용할 수 없으며， 또한 생균수나 사균수를 모두 

측정 한다는 단점 이 있다(Beck와 Hehir, 1982). DEFT 

(Dìrect Epifluorescεnce Filter Technique)은 세 균을 염 

색한 후 형광 현미경하에서 형광하는 것을 계수 하는 

방법으로 30 분내에 SPC와 유사한 결과를 얻을 수 있 

으나(Pettipher 와 Rodrigues, 1982) 우유중의 균수가 

5 X 10'_5 X 10'/mL 일 때 가장 적합한 방법이다 ATP 

Assay는 세균수의 변화에 의한 ATP의 변화량을 측정 

하이 간접 적 으로 균수를 추정 하늪 방법 (Botha et al. , 

1986)으로 낮은 균수에서의 결과에 대한 해석과 정확 

도가 좋지 않다고 알려 져 있다(까leron et al. , 1988) 이 

외 에 도 Microcalorimeter 방법 (Gilchrist et al. , 1973), 

Rεflectance Colorimeter 방법 (Richardson et al. , 1988) 

등이 있으나 SPC와의 상관계수가 그리 높지 않거 나， 

적용상의 단점을 가지고 있는것으로 알려져 있다 이 

상과 같이 세균 수를 측정하는 방볍은 각각의 장단점 

이 었으며 현재까지는 SPC 방법에 비해 오차가 않으 
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므로 표춘 방법으로는 채돼되지 않고 있는 실정이다 

표준 평 판배 양법 (standard plate count, SP디은 미 국 

의 경우 320C에서 48시간， 한국의 경우는 300C에서 

72시간 똥안 미생물을 배양하여 집락을 계수하는 방 

법으로 긴 시간을 요하기는 하지만 정확한 계수가 가 

능하므로 표준 방법으로 사용되고 았따. 하지만 이 방 

법은 전적으로 검사자의 시각에 의존하므로 CFU 

(colony forming units)가 높을 경우 검사자의 숙련도， 

감정， 건상상태 둥에 의해 오차가 생길 소지가 많고 

객관화되기 어려운 단점을 지니고 있다. 또한 검사의 

반복수가 많을 경우 기준 시간을 초과하므로 짧은 시 

간 내에 섬사를 완료해야하는 제한조건을 부합시키기 

가힘들다. 

본 연구의 목적은 컴퓨터 시각기술을 이용하여 신 

속하고 정확하게 우유에 존재하는 배양 세균 수를 측 

정할 수 갔는 기초 기술을 개발하는 것이다 일반적으 

로 세균 군집체가 갖는 외형적 특정은 크기， 형상， 색 

채， 운집팽태 등으로 나타낼 수 있는데 본 연구에서는 

형태학적 (morphology) 기법을 적용하여 겹쳐진 형태 

의 세균 군집체의 경계를 자동으로 인식하고 분리하 

며 계수 차는 알고리즘을 개발하고 그 측정장치를 구 

현하고자하였다. 

재료 및 방법 

재료및짱치 

우유 풍에 포함된 세균의 총수를 측정하기 위하여 

원유를 푸균적으로 채취하여 0.1 % peptone용액에 적 

당한 배수로 희석한 다음 희석시료 1 mL를 취하고 

SPC agar를 pour plating 방법 으로 접 종， 300C에 서 

72시간 배양하여 배양된 세균의 집락을 계수하였다 

이들 집락의 계수를 위해 수동 계수기를 이용하여 시 

료당 5회 반복 측정하였으며 그 중 3회 이상 측정되는 

측정값을 집락의 총수로 결정하였다. 

영상처리 시스댐은 카메라와 조명으로 구성되는 영 

상 입력부， 신호 입출력부와 영상처리기， 프레임 메모 

리 동으로 구성되는 신호 처리부， 주 컴퓨터， 출력장치 

둥으로 구성되어 있다. 영상 입 력 장치로는 흑백 CCD 
카메라에 가변초점렌즈(6-12 mm, φ35 .5)를 C-마운트 

로 부착하여 사용하였으며 입력영성의 품위를 좌우하 

는 조명은 원형 형광등을 사용하였다 RS-170 12.28 

MHz의 아날로그 신호 값의 출력영상신호는 디지털 

신호 값으로 변환되어 처리되는데 이와 같은 연산을 

위하여 MVB-02 혹백 화상보드를 사용하였다. 이 장 

치는 CCD 카메라 인터페이스 모율， A/D 변환기， 영상 

데이터 기억장치， 영상 데이터 프로세서， D/A 변환기， 

Graphic Overlay Memory 둥의 모률들을 갖추고 있다. 

이때 처리된 결과 값과 영상 출력결과는 별도의 흑백 

폐쇄회로 모니터로 출력된다-

영상이치화 및 계수영역설정 

이 치화는 영상분할에 있어 가장 중요한 요소로서 

원 영상이 갖는 다단계의 계조(intensity value)를 2단 

계의 계조 분포로 변환시키는 과정으로 연산시간을 

단축시키고 효율적으로 대상체와 배경을 분리하기 위 

한 과정이다 이치화를 위한 경계값을 산출하는 방법 

으로 히스토그램의 모드에 따른 분리도를 이용하는 

방법(황헌 등， 1992), 단순 영상통계법 (Pratt， 1991), 모 

멘트 보존법 (Tsai， 1985), 최대 엔뜨로피법 (Abutaleb， 

1989), 그리고 배경 윈도우 확장법 (Mεzin， 1989) 등 여 

러 가지 방법이 알려져 있다 샤얄레에 미생물을 배양 

한 경우 집락의 크기가 배지의 전체 면적에 비해 매우 

작고， 유리에 의한 반사 영상과 조병의 회절 동으로 

배지의 일부와 집락의 일부가 같은 계조로 나타나기 

도 하여 히스토그램의 분포가 단일 대상체와 배경으 

로 이루어진 경우와는 다르게 나타난다. 이와 같은 점 
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Fig. 2. New histogram after subtraction. 
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(에 Origin외 image 

Fig. 3. Image Sub뼈ction. 

(b) Subtracted image (c) Result [(a)-(b)) 

을 고려하여 본 연구에서는 다음과 같은 이치화 과정 

을수행하였다. 

미생물을 배양하지 않은 무균상태의 샘플을 미생물 

올 배양한 생플과 동일한 과정에 의해 제작한 후 이젓 

이 갖는 히스토그램을 구한다. 이와 더불어 미생물을 

배양하여 제작한 생플의 히스토그램을 구하여 무균 

샘플의 히스토그램과 비교하여 그 차이를 얻는다. 이 

때 얻어진 제 3의 히스토그랩에서 임의의 계조값이 갖 

는 총 화소수와 그 이 전의 계조값이 갖는 총 화소수를 

비교하였으며 이 때 사용한 조건식은 식 (1)과 같다. 

INP;-NP;d>2x I(NP,rNP,-z)1 

NP,: Total no. of p ixel at the i이 gray level 

배양된 시료는 용기의 재질이 유리이고 그 규격 또 

한 통일되어 있지 않으므로 빛의 회절현상으로 샤알 

레의 가장자리 부분에 불규칙한 띠 모양의 잡음성분 

이 나타나고 이로 인해 측정의 정밀도가 저하되었다. 

따라서 측정시 그 측정 위치를 고정시켜주고 동일한 

계수영역올 설정해 주어야 하는데 이를 위해서 영상 

감산 기법을 도입하였다. 이 방볍은 두 영상간의 차를 

계산하는 것으로 식 (2)와 같이 정의된다. 

g(x,y)=f(x,y)-h(x,y) 

f(x,y): Gray value of (x,y) i n 1st im age 

g(x,y): Subtraction h(x,y) from f(x ,y) 

(g(x,y) < 0: g(x,y)=O) 

집락 분리 및 경계검출 과정 

미생물 군집체는 원 시료중의 미생물이 48-72시간 

동안의 배양시깐을 거쳐 증식하는 것으로 대개의 경 

우 원형에서 크게 벗어나지 않는 형태를 유지하고 있 

다. 그러냐 미생물은 그 크기가 1 μ 전후의 작은 생물 

n 
9 

( 

체이므로 배양과정을 거친 후에도 군집체의 크기가 

매우 작은 경우가 많아서 원 시료의 오염도가 높거나 

희석배수가 낮을 경우 미생물 군집체는 검사자의 시 

각에 의해서도 판정이 어려운 경우가 많다. 또한 원 

시료의 회석액을 샤알레에 도말하는 과정에서 미생활 

은 눈에 보이지 않으므로 실험을 위한 작위적인 도딸 

이 불가능하다. 따라서 배양 후 군집체가 겹쳐지거나 

한쪽으로 몰려있는 경우도 발생하게 된다. 

배양된 집락의 개수를 정확하게 계수하기 위해서는 

이산적으로 분포된 집락의 경우보다 겹쳐진 형태의 

집락을 분리하여 개별적으로 계수하는 과정이 필수석 

으로 요구되는데， 이와 같이 겹쳐진 형태의 세균 배양 

체를 효과적으로 분리하기 위해서는 수학적 모폴러지 

의 도입이 필수적이라 할 수 있다. 본 실험에서는 겹 

쳐진 형태의 집락을분리하기 위한 첫 번째 단계보 

Fig. 4에서 보는 바와 같이 원영상애 계조값이 255인 

3x3의 정방요소를 사용하여 식 (3)과 같이 정의되는 

수축(erosion)과정을 수행하여 Fig. 4(c)와 같은 영상을 

얻었다. 

(2) 

A8B={xl(B)‘드A} 

A, B: Set with components a=(a" 서 

b=(b" bz) 

(B),: Translation of B by x=(x" X2) 

(3) 

두 번째로 수축된 영상 Fig. 4(c)에서 원영상 Fig. 4(a) 

를 감산하여 원 영상에 대한 윤곽선 영상을 Fig. 4(d) 

와 같이 추출하였다 이를 원영상과 비교하여 보면 원 

영상에서 겹쳐졌던 부분이 흰색의 윤곽선으로 완전히 

분리됐음을 얄 수 있다 이렇게 분랴된 미생물 군집제 

는 모두 계조값 255의 띠에 둘러싸인 계조값 0의 펴l 곡 

선이라는 외형적 특정을 까지고 있쓰며 Fig.4에셔 보 
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[二

(a) Ori.밍n외 빼age (b) 3 x 3 element 

Fig. 4. IIlustratioo of separatiog process. 

는바와 같이 그 크기와 모양이 일정하지 않다 또한 

이러한균집은계조값 0의 배경 속에 놓여 었다.본실 

험에서는 분리된 미생물 군집체가 갖는 이와 같은 외 

형적 특쟁을 이용하는 알고리즘을 개발하였다 

1차계수 과정 

집락 분리과정에서 사용되는 수축 연산의 단점은 

적용된 3x3 정방요소보다 크기가 작은 미생물 군집 

들이 제꺼된다는 것이다. 이와 같은 단점을 보완하기 

위하여 잔처리 과정을 거친 이진영상에셔 그 개수를 

계수한 후 수축을 수행하였다. 1차 계수 과정에서는 

3x3 정밖요소보다 작은 미생물 군집체뜰 계수하는데 

Fig.5와 같은 5x5 마스크를 사용하였다 이 때 마스 

크 내에 미생물 군집체가 들어왔는지를 딴별하는 논 

리 연산식은 (4)와 같다 

(f(h)=O) OR (f(I)=O) OR (f(m)=O) OR (f(n)=이 

OR (f(r)=O) (4) 

f(h): gray level of pixel h 

논리 면산식 (4)에 의해 5x5 마스크 내부에 미생물 

군집체의 존재 여부가 판단되변 내부의 미생물 군집체 

가 3x3의 정방요소보다 작은지 아니면 5x5 마스크 

외부의 다른 군집체와 연결되어 있는지를 판별해야 한 

다. 이와 같은 판별을 위해서 식 (5)와 같은 논리 연산 

식을사용하였는데 이 논리 연산식을만족하지 못하면 

3x3 정 t강요소보다 큰 것으로 인식하고 다음의 군집체 

에 대해 논리 연산식 (4)를사용하도확하였다 

f(b)=255)AND(f(c)=255)AND(f(d)=255)AND 

(f(f)=255)AND(fG)=255) 

AND(f( k)=255)AND(f( 0 )=255)AND(f(p )=255) 

AND(f(t )=255) 

AND(f(v)=255)AND(f(w)=255)AND(f(x)=255) (5) 

f(h) : gray level of pixel b 

(a) Original image (b) Subtracted image (c) Result [(a)-(b)] 

를 예L 흩 

t 

흩·룰 
예‘ .I 

(c) Erosion using (b) (이 Sub때ction: (a)-(b) 

a b c d e 

f 9 h j 

k I m n 0 

p q v s t 

u v w x y 

Fig. 5. 5 X 5 mask. 

이와 같은 방볍으로 원영상의 좌상단 좌표부터 우 

하단 좌표까지 수평주사법에 의해 3x3 마스크보다 

작은 군집체들을 검색하고 나면 1차 계수는 종료된다. 

2차계수과정 

1차 계수과정 이후 수축에 의한 분리과정을 거친 口l

생물 군집체는 Fig. 4(c)와 같이 그 크기와 형태에 일 

정한 패턴이 없고 255의 배경에 둘러싸인 계조값 0의 

폐곡선이라는 외형적 특정만을 가지고 었다. 이러한 

미생물 군집체의 존재 여부를 검색하기 위해서 Fig. 

6의 2x2 마스크와논리 연산식 (6)촬이용하였다 

(f(a)=255)때D(f(b )=255)AND(f( c )=255)AND( f( d)=O) 

f(a): gray level of pixel a (6) 

전체 영상의 좌상단점부터 수평 주사법에 의한 추 

적 을 수행하며 각 화소마다 논리 연 산식 (6)을 만족하 

는 화소가 있으면 이를 미생물 군집체의 좌상단점으 

로 인식하고 미생물 군집체 내부의 계조값을 변환시 

켜주는 방법을 채택하였다. 미생불 군집체 내부에 다 

른 계조값을 설정해 주기 위하여 Fig.6의 화소점 d로 

부터 x의 (+) 방향과 (-)방향으로 계조값 255의 배경 을 

만날 때까지 탐색화소의 계조값 0을- 127로 변환해주 

고 y의 (+)방향으로 이동하는 방법윤 사용하였다. 0] 

와 같이 한개의 미생물에 대한 2차계수파정이 종료되 

(a) Original image (b) :; x:; element (c) Erosion using (b) (d) Subtraction: (a)-(b) 
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원 영상에서의 실측치와 이진 영상에서의 실측치를 

Table 1에서와 같이 비교해 보았다. 이 결과에 의하면 

총 32개의 시료에 대해 시료당 평균 7.74%의 오차가 

발생하였다. 오차의 분포는 1-47 개까지로 다양하게 

나타났으며 CFU 증가와 오차의 발생은 비 례하지 않 

는 것으로 나타났는데 이는 실험에서 사용된 조명의 

영향으로 생각되어지며 계수의 정밀도를 향상시키기 

위해서는 미생물 군집체만을 효율적으로 분리해 낼 

수 있는 조명의 사용이 필요하다고 생각되었다 

컴퓨터 시각을 이용한 배양 세균의 자동 인식 및 계수 

면 다음의 목표화소로 탐색해나가는 과정을 되풀이하 

게 된다. 이와 같은 방법으로 이진 영상내의 미생물 

군집체를 계수할 수 있다. 

걸과및 고촬 

영상이치화의정밀도 

효과적인 영상 데이터를 얻는데 있어 가장 중요한 

과정인 영상 이치화 과정의 정밀도를 검증하기 위해 

계수알고리즘의 정밀도 

전처리 과정올 거쳐 얻어진 이진 영상에 대하여 겹쳐 

진 형태의 미생물 군집체를 분리하여 계수한 결과와 이 

진 영상에서의 실측 결과를 비교한 결과 의하면 미생붉 

군집체의 개수가 7개에서 342개까지 분포하는 32개의 

시료에 대해 오차의 발생이 없는 것으로 나타났다 

뀔讓 I ‘ x 

--..... . -. 
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Fig. 6. 2 X 2 mask. 
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요 약 

본 연구에서 개발된 배양 세균수 측정장치는 다계 

조(gray level) 영 상을 사용하며 , 시 료의 공급 및 배출 

은 수동으로， 배양 세균의 자동 인식 및 계수는 자동 

으로 수행된다. 크기와 외형이 균일하지 않은 미생물 

군집체를 계수하기 위한 영상처리 방법으로 영상 이 

치화， 영상감산， 수축， 마스크를 이용한 외형 특징 추 

출 및 계수 방법에 대한 연구를 수행하였다. 그 결과 

를 요약하면 다음과 같다. 

1 영상 이치화 과정에서는 미생물을 배양하지 않은 

시료와 미생물을 배양한 시료를 비교하여 이치값을 

결정하는 방법을 채택하였다 불균일한 샤알레의 규 

격으로 인한 조맹의 회절과 원형 형광 조명의 불균일 

성으로 인하여 이치화 이전의 실측치에 비해 7.8% 정 

도의 감소 오차가 발생하였다. 

2. n] 생물을 배양하는 용기로 사용되는 샤알레의 규 

격이 일정하지 않아 규격화된 측정범위를 설정해주기 

위하여 원 영상과 규격 영상간의 감산을 수행하였다. 

규격영상따 외부에서 관찰되는 군집 개체는 영상 감 

산과정에서 제거되므로 계수과정에서는 측정 대상에 

서 제외되었다. 

3. 미생 울 군집체의 정밀한 계수를 위해서는 겹쳐진 

형태의 미생물 군집체를 분리해 주어야 하는데 이를 

위해 수축과 영상감산에 의한 형태학적 분리 얄고랴 

즘을 사용하였다 본 연구에 사용된 시료중의 겹쳐진 

군집체에 대해 형태학적 분리 알고려즘을 적용해본 

결과 겹쳐진 갯수와는 무관하게 모두 분리되는 것으 

로나타났마 

4. 이진 영상 내부의 임의의 위치에 존재하는 미생 

물 군집체를 인식하기 위하여 2x2 마스크를 사용하 

였고， 이 따스크에 의해 미생물 군집체의 좌상단 화소 

를 추출하여 해당 군집체가 갖는 계조값을 변환하여 

계수하는 방법을 채택하였다. 이와같은 방법에 의한 

계수과정에서 오차의 발생은 없는 것으로 나타났다， 

문
 

헌 

노상하， 이 종환， 이숭훈. 1992 흑백영상처리장치를 이용한 
과실선별기 개발에 관한 연구(I)-크기 빛 색택 판정， 한국 
농업 기 계 학회 17(4): 354-363. 

이충호 1995 컴퓨터 시각에 의한 건표고의 외관 검색 및 
자동 선별시스댐 개발， 성균관대학교 농업기계공학과 박 
사학위논문 

황헌， 이충호. 1992. 컴퓨터 시각에 의거한 측정기술 및 측 
정오차의 분석과 보정. 한국농업기계학회지 17(1): 65-
78. 

Abutaleb, A.S. 1989. Autornatic thresholding of gray level 
pictures using two dirnensional entropy. J. of Cornputer 
Vision, Graphics and Irnage Processing 47: 22-32. 

Beck, C. G. and A. F. Hehir. 1982. πle rapid f1uorescence 
rnethod for counting bacteria in rnilk. Aust. 1. Dairy Tech­
nol. 37: 66-72. 

Botha, W. C. , H. Luck and P. J. Jooste. 1986. De­
termination of bacterial ATP in rnilk the influence of ade­
nosin triphosphate hydrolyzing enzyrne frorn sornatic cells 
and Ps. fluorescence. J. Food Prot. 49: 822-827. 

Davis, L. S. 1975. Survey of edge detection techniques. J. 
of Cornputer Graphics and Irnage Processing 6: 492-501. 

Gilchrist, J. E. , 1. E. Carnpbell, C. B. Donnelly, 1. T. Peeler 
and 1. M. Delaney. 1973. Spiral plate rnethod for bacterial 
detεrrnination. Appl. Microbiol. 25: 244-249. 

Gonzalez, R. C. and R. E. Woods. 1993. Digital Image Pro­
cessing. Addison-Wesley Publishing Cornpany, USA 

Hwang, H., C. H. Lee and Y. K. Lee. 1993. Autornatic visu­
al feature extraction and measurement of mushroom 
(L.entinus Edodes L.). Proceedings of Intemational Conf­
erence on Agricultural Machinery and Process 
Engineering(ICAMPE), 1993, pp1232-1243. 

Mezin , M. 1989. Image acquisition with thresholding 제 1차 
한볼 기술협력 컴퓨터비견 세미나 자료집 

Pavlidis, T. 1978. A review of algorithm for shape analysis. 
1. of Computer Graphics and Image Processing 7: 243-
258 

Pettipher, G. L. and U. M. Rodrigues. 1982. Semi-au­
tornated counting of bacteria and somatic cells in milk us­
ing epifluorescence microcopy and television imaging 
analysis. J. App l. Bacteriol. 36: 820-822. 

Pratt, W. K. 1991. Digital Image Processing. John Wiley & 
Sons Inc. , USA 

Richardson, G. H., R. Grapin 때d T. C. Yuan. 1988. A re­
flectance colorimeter instrument for rneasurement of mi­
crobial and enzyrnatic activities in milk and dairy pro­
ducts. J. Food Prot. 51: 778-785. 

Tarnar, P. and M. David. 1982. A study of edge detection al­
gorithm. Cornputer Graphics and Irnage Processing 20: 1-
21 

Threron, D. P. , B. A. PriOT and P. M. Lategan. 1986. Sen­
sitivity and precision of biolurninescent techniques for enu­
meration of bacteria in skirn milk J. Food Prot. 49: 8-17 

Tsai, W.H. 1985. Moment Preserving thresholding: a new 
approach. J. of Cornputer Vision, Graphics and Image Pro­
cessing 29: 377-392. 


